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Seznam použitých zkratek 
AML Akutní myeloidní leukemie 
AML s MLD (sAML) AML s myelodysplastickými změnami (sekundární AML) 
AP místo Apurinové/apyrimidinové místo 
BER Oprava vyštěpením báze 
CI Interval spolehlivosti 
CMML Chronická myelomonocytární leukemie 
DDR Odpověď na poškození DNA 
DSB Dvouřetězcový zlom (DNA) 
FAB Francouzsko-americko-britská (klasifikace) 
FC Násobek změny (fold change) 
FISH Fluorescenční in-situ hybridizace 
 HR Hazard ratio 
HR Homologní rekombinace 
IL-1 Interleukin-1 
IPSS Mezinárodní prognostický skórovací systém 
IPSS-R Revidovaný mezinárodní prognostický skórovací systém 
KD Kostní dřeň 
MAF Frekvence minoritní alely 
MDS Myelodysplastický syndrom 
MDS-U Myelodysplastický syndrom neklasifikovaný 
MDS/MPN Myelodysplastický syndrom/Myeloproliferativní neoplazie 
MMR Oprava chybného párování bází 
NER Oprava vyštěpěním nukleotidu 
NGS Sekvenování nové generace 
 NHEJ Nehomologní spojování konců 
OR Odds ratio 
OS Celkové přežití 
PK Periferní krev 
PNH Paroxysmální noční hemoglobinurie 
RA Refrakterní anémie 
RAEB-1 Refrakterní anemie s přebytkem blastů 1 
RAEB-2 Refrakterní anémie s přebytkem blastů 2 
RAEB-T Refrakterní anemie s přebytkem blastů v transformaci 
RARS Refrakterní anemie s prstenčitými sideroblasty 
RCMD Refrakterní cytopenie s dysplazií ve více řadách 
RN Refrakterní neutropenie 
RNS Reaktivní dusíkaté entity 
 ROS Reaktivní kyslíkové entity 
RT-PCR Polymerátová řetězová reakce v reálném čase 
SNP Jednonukleotidové polymorfismy 
TGF-ß Transformující růstový faktor beta 
TNF-α  Tumor nekrotizující faktor alfa 





Předpoklady a cíle:  
Vysoký výskyt mutací a cytogenetických abnormalit u pacientů s myelodysplastickým 
syndromem (MDS) naznačuje přítomnost defektů v mechanismech DNA reparace. První část 
práce se zaměřuje na monitoraci genové exprese DNA reparačních genů a její změny v 
průběhu progrese onemocnění. Ve druhé části studie bylo použito sekvenování nové generace 
k detekci jednonukleotidových polymorfismů (SNP) a mutací v DNA reparačních genech a 
byla hodnocena možná asociace těchto genetických abnormalit s rizikem rozvoje MDS. 
 
Metody: 
Expresní profilování 84 DNA reparačních genů bylo provedeno na CD34 pozitivních buňkách 
kostní dřeně pacientů s MDS. Skríningová kohorta sestávala z 28 pacientů a exprese 
vybraných genů byla dále hodnocena v rozšířené kohortě 122 pacientů se všemi podtypy 
MDS. Sériové vzorky byly použity k monitoraci exprese genů RAD51 a XRCC2 v průběhu 
progrese onemocnění. Imunohistochemický průkaz RAD51 rekombinázy byl proveden u 
trepanobioptických vzorků. Cílené sekvenování exonových oblastí 84 DNA reparačních genů 
bylo provedeno ve skríningové kohortě MDS pacientů. Real-Time PCR byla použita ke 
zhodnocení genotypu vybraných SNP v populační studii. 
 
Výsledky: 
Geny RAD51 a XRCC2 vykazovaly odlišnou expresi mezi MDS nízkého a vysokého rizika (p 
< 0,0001), zatímco exprese genu RPA3 byla celkově snížena v celé kohortě zkoumaných 
pacientů (FC = -2,65, p < 0,0001). Prokázali jsme, že exprese genů RAD51 a XRCC2 v 
průběhu progrese MDS u konkrétních pacientů postupně klesá. Snížení exprese genů XRCC2 
a RAD51 bylo spojeno s abnormalitami chromozomu 7 (p = 0,0001; p = 0,0457). 
Imunohistochemické barvení odhalilo přítomnost proteinu RAD51 u MDS nízkého rizika 
pouze v cytoplazmě, zatímco u MDS vysokého rizika byl protein přítomen jak v cytoplazmě, 
tak v buněčném jádru. Multivariantní analýza identifikovala hladinu exprese genu RAD51 
jako signifikantní nezávislý prognostický faktor pro celkové přežití pacientů s MDS (HR = 
0,43; p = 0,0022). Ve skríningové kohortě byla prokázána asociace šesti SNP s tendencí ke 
vzniku MDS: rs4135113 (TDG, p = 0,0287), rs12917 (MGMT, p = 0,0032), rs2230641 
(CCNH, p = 0,0118), rs2228529 a rs2228526 (ERCC6, p = 0,0378 a p = 0,0261) a rs1799977 
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(MLH1, p = 0,0449). V populační studii byl spojen se vznikem MDS pouze polymorfismus v 
genu MLH1 a to ve skupině pacientů s nepříznivou cytogenetikou (p = 0,0004). U pacientky s 
MDS RAEB-2 byla popsána nová mutace s posunem čtecího rámce v genu XRCC2. Tato 
mutace vede ke vzniku zkráceného nefunkčního proteinu a snížení hladiny exprese genu 
XRCC2. U pacientky byly také přítomny snížené hladiny exprese DNA reparačních genů 
funkčně spojených s mutovaným XRCC2. Mimo tuto mutaci byly také nově popsány 




Předkládaná práce prokazuje, že exprese DNA reparačních faktorů, zejména RAD51 a 
XRCC2, je u MDS deregulována a vykazuje specifické změny ve vztahu k prognostickým 
kategoriím onemocnění. Dále tato práce popisuje přítomnost genetických variant v genech 
DNA reparace u pacientů s MDS, a možné asociace těchto variant s rizikem vzniku MDS.  
 
Klíčová slova:  





















The high incidence of mutations and cytogenetic abnormalities in patients with 
myelodysplastic syndrome (MDS) suggests the involvement of DNA repair mechanism 
defects in the pathogenesis of this disorder. The first part of this work was focused on 
monitoring of gene expression of DNA repair genes in MDS patients and on their alterations 
during disease progression. In the second part, next generation sequencing was used to detect 
single nucleotide polymorphisms (SNPs) and mutations in DNA repair genes and their 
possible association with MDS development was evaluated. 
 
Methods:  
Expression profiling of 84 DNA repair genes was performed on bone marrow CD34+ cells of 
patients with MDS. Screening cohort consisted of 28 patients and expression of selected 
genes was further validated on larger cohort of 122 patients with all subtypes of MDS. Paired 
samples were used for monitoring of RAD51 and XRCC2 gene expression during disease 
progression. Immunohistochemical staining for RAD51 recombinase protein was done on 
samples acquired by trephine-biopsy. Targeted enrichment resequencing of exonic parts of 84 
DNA repair genes was performed on the screening cohort of MDS patients. Real-time PCR 
was used for genotyping of selected SNPs in the population study. 
 
Results: 
RAD51 and XRCC2 genes showed differential expression between low-risk and high-risk 
MDS (p < 0.0001), whereas RPA3 gene expression was generally decreased among the entire 
cohort (FC = -2.65, p < 0.0001). We demonstrated that RAD51 and XRCC2 expressions 
gradually decreased during progression of MDS. Down-regulation of XRCC2 and RAD51 
expression was associated with abnormalities on chromosome 7 (p = 0.0858, p = 0.0457). 
Immunohistochemical staining revealed the presence of RAD51 protein only in the cytoplasm 
of low-risk MDS, while in both the cytoplasm and nucleus in high-risk MDS. The 
multivariate analysis identified RAD51 expression level as a significant independent 
prognostic factor for overall survival of MDS patients (HR = 0.49; p = 0.0001). In the 
screening cohort, six candidate SNPs were associated with the tendency to develop MDS: 
rs4135113 (TDG, p = 0.0287), rs12917 (MGMT, p = 0.0032), rs2230641 (CCNH, p = 0.0118), 
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rs2228529 and rs2228526 (ERCC6, p = 0.0378 and p = 0.0261) and rs1799977 (MLH1, p = 
0.0449). In the population study, only the polymorphism in MLH1 showed significant 
association with MDS development in patients with poor cytogenetics (p = 0.0004). A new 
frameshift mutation in XRCC2 gene was identified in MDS RAEB-2 patient. It leads to the 
formation of a truncated non-functional protein and decreases XRCC2 gene expression level. 
Decreased expression levels of all DNA repair genes functionally connected with mutated 
XRCC2 were also present. Moreover, a synonymous substitution in PRKDC gene and two 
missense mutations in SMUG1 and XRCC1 genes were newly described.  
 
Conclusions: 
The presented work demonstrates that the gene expression of DNA repair factors, primarily 
RAD51 and XRCC2, is deregulated in MDS patients with specific pattern according to 
prognostic categories. Moreover, the study describes that genetic variants are present in DNA 
repair genes of MDS patients and may be associated with susceptibility to MDS.  
 
Keywords:  

















1. Teoretický úvod 
 
1.1. Myelodysplastický syndrom 
1.1.1 Definice a epidemiologie 
 Myelodysplastický syndrom (MDS) představuje skupinu maligních onemocnění 
vycházejících z hematopoetické kmenové buňky, která jsou charakterizována dysplazií kostní 
dřeně (KD), jednou nebo vícero cytopeniemi v periferní krvi a zvýšeným sklonem k rozvoji 
akutní myeloidní leukemie (AML) (Swerdlow S.H. et al., 2008; Garcia-Manero G., 2012).  
Incidence MDS činí v populaci přibližně 5 případů na 100 000 obyvatel, výrazně však 
stoupá s věkem a dosahuje 20 až 50 případů na 100 000 obyvatel v 60 letech věku (Malcovati 
L. et al., 2013). Medián věku při diagnóze se pohybuje mezi 65 až 70 lety (Ma X., 2012). 
Etiologie MDS je komplexní a u většiny případů nejsou známy jasné faktory 
vyvolávající toto onemocnění. Vyšší riziko vzniku MDS mají osoby s anamnézou 
chemoterapie obsahující látky poškozující DNA, jako jsou inhibitory topoizomerázy II 
(Heisig P., 2009; Leone G. et al., 2010) a také osoby, které byly v dlouhodobém kontaktu s 
některými chemickými látkami, například benzenem (Aul C. et al., 1998), nebo byly 
vystaveny gama záření (Iwanaga M. et al., 2011). Malou, ale patofyziologicky významnou 
skupinu pacientů s vysokou incidencí vzniku MDS tvoří nemocní s vrozenými syndromy 
selhání kostní dřeně a zejména nemocní s vrozenými onemocněními s poruchou DNA 
reparace, jako například Fanconiho anemie (Cioc A.M. et al.,2010).  
 
1.1.2 Patogeneze 
 Kompletní patogenetický mechanismus vzniku MDS zůstává nejasný. Současný 
model patogeneze MDS je založen na teorii klonální hematopoézy (Steensma D.P. et al., 
2015). V časné fázi onemocnění dochází vlivem mutace v některém z genů klíčových pro 
diferenciaci hematopoetické buňky ke vzniku patologického buněčného klonu. Přítomnost 
tohoto patologického klonu vyvolá v organismu abnormální imunitní odpověď s aktivací 
cytotoxických T-lymfocytů a makrofágů produkujících řadu prozánětlivých cytokinů 
(například TNF-α, TGF-β, IL-1 a další), jejímž důsledkem je zvýšení proliferace nezralých 
hematopoetických prekurzorů a naopak zvýšená apoptóza diferencovanějších buněk. Progrese 
choroby do další, pozdní, fáze je poté spojena s nestabilitou genomu patologického klonu a 
vznikem nových somatických mutací a chromozomálních přestaveb, které tomuto klonu 
poskytují proliferační výhodu, interferují s procesem apoptózy a brání fyziologické 
13 
 
diferenciaci prekurzorových buněk ve zralé krevní elementy. Konečným důsledkem tohoto 
procesu je postupná akumulace nízce diferencovaných CD34 pozitivních (CD34+) buněk 
s narušenou apoptózou a vývoj do akutní myeloidní leukemie (Čermák J. et al., 2013). 
 Pozornost výzkumníků, zabývajících se patogenezou MDS, je v poslední době upřena 
na detekci somatických mutací hematopoetických buněk dávajících vznik klonální krvetvorbě 
a umožňujících progresi patologického klonu myeloidních buněk. Nedávné studie, využívající 
metod sekvenování nové generace a provedené na velkých kohortách pacientů s MDS, 
odhalily přítomnost alespoň jedné somatické mutace v 74–90 % případů MDS (Bejar R. et al., 
2011; Papaemmanuil E. et al., 2013; Haferlach T. et al., 2014). Tyto takzvané myeloidní 
mutace se vyskytují ve skupině asi 60 genů, které lze z funkčního hlediska rozdělit do 
několika kategorií: transkripční faktory (RUNX1, TP53), DNA metylace (TET2, DNMT3A, 
IDH1/IDH2), modifikace histonů (ASXL1), geny RAS dráhy (NRAS, KRAS) a sestřihové 
faktory (SF3B1, SRSF2) (Raza A., Galili N., 2011). Uvedené geny představují pouze příklady 
nejčastěji mutovaných genů z každé skupiny, bližší představu o frekvenci mutací a přehled 
nejčastěji mutovaných genů přináší tabulka 1.1 a obrázek 1.1.  
Tabulka 1.1 Frekvence nejčastějších mutaci a jejich asociace s mediánem přežití pacientů 





v letech (95% CI) 
p-hodnota 
Všechny vzorky 439 (100) 1,86 (1,60–2,14)  
TET2 90 (20,5) 1,88 (1,26–2,55) 0,480 
ASXL1 63 (14,4) 1,33 (0,96–1,88) 0,003 
RUNX1 38 (8,7) 1,16 (0,77–1,53) < 0,001 
TP53 33 (7,5) 0,65 (0,44–1,10) < 0,001 
EZH2 28 (6,4) 0,79 (0,67–1,40) < 0,001 
NRAS 16 (3,6) 1,03 (0,44–1,98) 0,006 
JAK2 13 (3,0) 2,14 (1,02–3,12) 0,960 
ETV6 12 (2,7) 0,83 (0,62–2,29) 0,040 
CBL 10 (2,3) 1,52 (0,14–1,71) 0,020 
IDH2 9 (2,1) 1,58 (0,50–2,14) 0,030 
NPM1 8 (1,8) 2,18 (0,59–2,74) 0,430 
IDH1 6 (1,4) 3,30 (0,35–9,52) 0,520 
KRAS 4 (0,9) 0,89 (0,36–7,44) 0,540 
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Obrázek 1.1 Frekvence mutací a cytogenetických změn identifikovaných u 738 pacientů 
rozdělených do jednotlivých podtypů MDS (Papaemmanuil E. et al., 2013). 
 
 
Mimo somatické mutace nacházíme u pacientů s MDS velmi často také 
chromozomální aberace; cytogenetické abnormality v karyotypu jsou v čase diagnózy 
přítomny asi u 50 % pacientů s MDS a jejich četnost stoupá s progresí onemocnění. 
Nejčastějšími chromozomálními aberacemi, přítomnými u 5–10 % případů MDS, jsou delece 
dlouhého ramene chromozomu 5 (5q-), monosomie nebo delece dlouhého ramene 
chromozomu 7 (7/7q-) a trisomie chromozomu 8 (+8) (Haase D. et al., 2007). Izolovaná 
del(5q) je hlavním určujícím znakem podtypu MDS dříve označovaného jako 5q- syndrom. 
 Na základě těchto poznatků byl vysloven předpoklad, že jedním ze základních 
mechanismů uplatňujících se při vzniku a progresi MDS je genomová nestabilita, definovaná 
jako stav, při kterém jsou buňky náchylné ke vzniku a akumulaci genetických změn a 
současně nejsou schopny na poškození své DNA adekvátně reagovat. Tento stav může být 
zapříčiněn jednak nadměrným počtem událostí poškozujících DNA jednak poruchami 
v mechanismech odpovědi na poškození DNA (DNA damage response – DDR) a opravy 
poškozené DNA (DNA repair) (Zhou T. et al., 2013; Zhou T. et al., 2015). Hypotézu 
genomické nestability a jejího vlivu na vznik MDS podporuje také fakt, že mutace v genu 
TP53, tedy jednoho z hlavních faktorů mechanismu DDR, mají jednu z nejvyšších incidencí 
mezi somatickými mutacemi u MDS a současně jsou mutace v tomto genu spojeny 
s negativním vlivem na celkové přežití nemocných s MDS (Jädersten M. et al., 2011; 
Kulasekararaj A.G. et al., 2012).  
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Rolí DNA reparačních mechanismů a odpovědi na poškození DNA v patogenezi MDS 
se ve své práci zabývala Jankowska, která ukázala zvýšenou frekvenci oxidativního poškození 
DNA u významného procenta pacientů s MDS a současně pozorovala spojitost mezi tímto 
typem poškození a přítomností specifické varianty genu hOOG1, a to zvláště u nemocných 
s pokročilými formami MDS (Jankowska A.M. et al., 2008). Studie japonských autorů 
předpokládá spojení mezi mutacemi v C-konci genu RUNX1 a útlumem mechanismu DDR u 
nemocných s myeloidními malignitami (Satoh Y. et al., 2012) a Kefala se svým týmem určil 
zvýšenou expresi fosforylovaného proteinu NBS1, klíčového regulátoru odpovědi na 
poškození DNA, jako negativní prognostický faktor pro celkové přežití pacientů s MDS 
(Kefala M. et al., 2013). 
 O přítomnosti genetických variant, či mutací, v genech DNA reparace u myeloidních 
malignit máme pouze omezené množství informací. Problematikou polymorfismů v genech 
DNA reparace se ve svých pracích zabýval Ribeiro (Ribeiro H.L. Jr. et al., 2015; Ribeiro H.L. 
Jr. et al., 2016), v nedávné době byly také popsány polymorfismy v DNA reparačních genech 
u Xeroderma pigmentosum, jednoho z hereditárních onemocnění asociovaných s rizikem 
vzniku MDS (Santiago S.P. et al., 2017), a byl studován vztah polymorfismů v genech XPD 
(Lys751Gln) a XRCC1 (Arg280His) ke vzniku MDS (Joshi D. et al, 2016). Na poli výzkumu 
AML publikoval Seedhouse pozorování, že kombinace polymorfismů v genech RAD51 
(G135C) a XRCC3 (Thr241Met) je spojena se zvýšeným rizikem vzniku postterapeutické 
AML (Seedhouse C. et al., 2004). Poznatky o vlivu polymorfismů genu XRCC1 na snížení 
schopnosti reparace DNA publikoval ve svém článku Wang (Wang Y et al., 2003). 
 Úlohou mechanismů opravy DNA se ve svém výzkumu dlouhodobě zabývá také 
doktora Beličková, vedoucí laboratoře genomiky Ústavu hematologie a krevní transfuze. Ve 
svých článcích popsala asociace mezi některými genetickými variantami v DNA reparačních 
mechanismech a zvýšeným rizikem vzniku MDS u pacientů v české populaci (Belickova M. 
et al., 2013) a zabývala se také vztahem mezi variantní alelickou frekvencí v mutacích genu 
TP53 na celkové přežití pacientů s nízce rizikovým MDS (Belickova M. et al., 2016). 
 
1.1.3 Klasifikace a prognóza  
 Jak již naznačuje definice, MDS zahrnuje celou řadu podtypů, s často velmi odlišnými 
projevy a biologickým chováním. Snahou kliniků tedy již od počátku bylo myelodysplastické 
syndromy podrobněji klasifikovat, na základě výsledků vyšetření zhodnotit prognózu 
nemocných a adekvátně upravit intenzitu terapie.  
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 Prvním klasifikačním systémem MDS byla takzvaná FAB klasifikace publikovaná 
francouzskými, americkými a britskými autory v roce 1982 (Bennett J.M. et al., 1982). Tato 
klasifikace vycházela z morfologického vyšetření periferní krve (PK) a kostní dřeně a 
definovala pět základních jednotek v rámci MDS: refrakterní anémie (RA), refrakterní anémie 
s prstenčitými sideroblasty (RARS), refrakterní anémie s excesem/nadbytkem blastů (RAEB), 
refrakterní anémie s excesem blastů v transformaci (do akutní leukemie) (RAEB-T) a 
chronická myelomonocytární leukemie (CMML). Diagnostická kritéria těchto klinických 
jednotek uvádí tabulka 1.2.  
 
Tabulka 1.2 FAB klasifikace MDS (upraveno podle Bennett J.M. et al., 1982). 
Kategorie Dysplazie blasty v PK blasty v KD 
RA Erytroidní < 1 % < 5 % 
RARS Erytroidní < 1 % < 5 % 
RAEB 2 a více linií 0–4 % 5–20 % 
RAEB-T Obvykle 2 a více linií ≥ 5 % 20–30 % 
CMML Variabilní > 1 × 109/l monocytů < 20 % 
 
Nová klasifikace dle kritérií WHO byla přijata v roce 2001 a revidována v roce 2008. 
Zavedla zcela novou klinickou jednotku refrakterní cytopenie s dysplazií ve více řadách 
(RCMD) a snížila diagnostické kritérium pro AML na 20 % myeloidních blastů v kostní 
dřeni. Současně vyčlenila specifický fenotyp s izolovanou delecí 5q do takzvaného 5q- 
syndromu. CMML byla touto klasifikací přesunuta do nově vytvořené kategorie 
myelodysplastických/myeloproliferativních onemocnění (MDS/MPN). Klasifikace MDS dle 
WHO 2008 (Swerdlow S.H. et al., 2008), zobrazená v tabulce 1.3, byla platná a široce 
používaná v průběhu většiny doby, po kterou vznikala tato práce, a proto ji pro klasifikaci 
MDS v této práci používáme. Nejnovější revize WHO klasifikace pochází z roku 2016 
(tabulka 1.4) a mění názvy klinických jednotek nahrazením již obsolentního termínu 








Tabulka 1.3 Klasifikace MDS dle WHO 2008 (Swerdlow S.H. et al., 2008; upraveno podle 
Bělohlávková P., Červinek L., 2014). 
 
WHO jednotka Dysplazie blasty v PK blasty v KD 
RA (refr. anémie) 
RN (refr. neutropenie) 




< 1 % < 5 % 
RARS Dyserytropoeza Nepřítomny 
< 5 %,  
≥ 15 % prstenčitých 
sideroblastů 
RCMD 2–3 řady < 1 % < 5 % 
RAEB-1 1–3 řady < 5 % 5–10 % 
RAEB-2 1–3 řady 
5–19 %,  
Auerovy tyče  
10–19 %  
Auerovy tyče 
MDS-U (neklasifikovaný) 1 řada < 1 % < 5 % 



















Tabulka 1.4 Klasifikace MDS dle WHO 2016 (Swerdlow S.H. et al., 2008; upraveno podle 









Blasty v PK 
a v KD 
Cytogenetika 
MDS-SLD 1 1 nebo 2 
< 15 % 
< 5 %* 
KD < 5 % 
PK < 1 % 
Jakákoliv, 
kromě del(5q) 
MDS-MLD 2 nebo 3 1–3 
< 15 % 
< 5 %* 
KD < 5 % 
PK < 1 % 
Jakákoliv, 
kromě del(5q) 
MDS-RS-SLD 1 1 nebo 2 
≥ 15 % 
≥ 5 %* 
KD < 5 % 
PK < 1 % 
Jakákoliv, 
kromě del(5q) 
MDS-RS-MLD 2 nebo 3 1–3 
≥ 15 % 
≥ 5 %* 
KD < 5 % 
PK < 1 % 
Jakákoliv, 
kromě del(5q) 
MDS s izolovanou 
del(5q) 
1–3 1–2 ne 
KD < 5 % 
PK < 1 % 
Del(5q) izol.       
± 1 další změna 
MDS-EB1 0–3 1–3 ne 
KD 5–9 % 
PK 2–4 % 
Jakákoliv 
MDS-EB2 0–3 1–3 ne 
KD 10–19 % 




s 1 % blastů 








< 15 % 
U všech typů: 
KD < 5% 
PK = 1 % 
Jakákoliv 
Jakákoliv 
Typická pro MDS 
Refrakterní 
cytopenie u dětí 
1–3 1–3 ne 
KD < 5 % 
PK < 2 % 
Jakákoliv 
Cytopenie je definována jako: hemoglobin < 100 g/l, trombocyty < 100x109/l, absolutní počet 
neutrofilů < 1,8x109/l 
*pozitivita SF3B1 mutace 
 
 Ke zpřesnění předpokládané prognózy pacientů byla zavedena řada prognostických 
systémů. Prvním z nich byl v roce 1997 Mezinárodní prognostický skórovací systém (IPSS), 
který na základě procenta blastů v kostní dřeni, cytogenetického nálezu a počtu cytopenií 
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v periferní krvi dělí pacienty do čtyř kategorií: nízkého, středního-1, středního-2 a vysokého 
rizika. Tento prognostický systém zobrazuje tabulka 1.5 (Greenberg P. et al., 1997). 
 
Tabulka 1.5 Prognostický systém IPSS (Greenberg P. et al., 1997). 
Proměnná 0 0,5 1,0 1,5 2,0 
Blasty v KD (%) < 5 5 - 10 – 11–20 21–30 
Karyotyp Příznivý Intermediární Nepříznivý – – 
Cytopenie 0/1 2/3 – – – 
Příznivý karyotyp: normální, -Y, del(5q), del(20q); Intermediární karyotyp: ostatní 
abnormality; Nepříznivý karyotyp: komplexní (≥ 3 abnormality, abnormality chromozomu 7) 
Nízké riziko 0 bodů 
Střední-1 riziko 0,5–1,0 bodu 
Střední-2 riziko 1,5–2,0 bodu 
Vysoké riziko ≥ 2,5 bodu 
 
  Revizí systému IPSS vznikl v roce 2012 Revidovaný mezinárodní prognostický 
systém (IPSS-R), který klade větší důraz na cytogenetický nález a hloubku jednotlivých 
cytopenií. Tento v současnosti nejvíce užívaný prognostický systém shrnuje tabulka 1.6 
(Greenberg P. L. et al., 2012). Prognostické rozdělení cytogenetických změn dle IPSS-R 
zachycuje tabulka 1.7 (Schanz et al., 2012) 
 
Tabulka 1.6 Revidovaný prognostický systém IPSS-R (Greenberg P. L. et al., 2012). 
Proměnná 0 0,5 1 1,5 2 3 4 
Cytogenetika Very 
good 
 Good  Intermediate Poor Very 
poor 
Blasty v KD (%) ≤ 2  > 2 – < 5  5 –10 > 10  
Hemoglobin (g/l) ≥ 100  80 –  
< 100 
< 80    
Trombocyty 
(x109/l) 
≥ 100 50 –  
< 100 
< 50     
Neutrofily 
(x109/l) 
≥ 0,8 < 0,8      
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Velmi nízké riziko ≤ 1,5 bodu 
Nízké riziko > 1,5 – 3 body 
Intermediární riziko > 3 – 4,5 bodu 
Vysoké riziko > 4,5 – 6 bodů 
Velmi vysoké riziko > 6 bodů 
 
Tabulka 1.7 Cytogenetické kategorie dle systému IPSS-R (Schanz J, et al., 2011) 
Velmi dobrá: del(11q), -Y 
Dobrá: normální karyotyp, del(5q), del(12p), del(20q)  
Intermediární: del(7q), +8, i(17q), +19, jiná samostatná změna nebo dvě změny karyotypu 
Špatná: -7, der(3q), dvojitá změna zahrnující-7/del(7q), komplexní karyotyp (3 abnormality) 
Velmi špatná: komplexní karyotyp s více než 3 změnami 
 
 V současné době panuje snaha o určení diagnostické a prognostické hodnoty 
somatických mutací nacházených u MDS a přesnější stratifikace nemocných na základě 
myeloidních mutací přítomných v jejich genomu. Mutace SF3B1 již byla zahrnuta do 
diagnostických kritérií v rámci 2016 WHO klasifikace a je velmi pravděpodobné, že 
nejčastější mutace nacházené u nemocných s MDS budou zahrnuty do příštího 
prognostického systému (Nazha A. et al., 2016). 
 
1.1.4 Klinické projevy 
  Klinické projevy myelodysplastického syndromu jsou podobně jako u jiných 
hematologických malignit nespecifické a vyplývají z cytopenií v periferní krvi. Nejčastější 
cytopenií u MDS je postupně progredující anemie manifestující se u pacientů anemickým 
syndromem se ztrátou výkonnosti, námahovou dušností, únavou a nesoustředěností. 
Neutropenie může vést k opakovaným a obtížně léčitelným infekcím, často nedostatečně 
reagujících na antibiotickou terapii, častým místem infekcí jsou zejména horní cesty dýchací a 
urogenitální trakt. Trombocytopenie je spojena s typickými projevy hemoragické diatézy se 
snadnou tvorbou hematomů, sufúzí a petechií, může být přítomno slizniční krvácení, typicky 







 Základním vyšetřením k určení diagnózy MDS je vyšetření krevního obrazu 
s mikroskopickým diferenciálním rozpočtem leukocytů. V časné fázi MDS nacházíme 
nejčastěji makrocytární, či normocytární anémii, většinou pouze nevýznamnou leukopenii s 
granulocytopenií a různě hlubokou trombocytopenii. U pokročilých forem onemocnění 
dochází k vyplavování mladších elementů hematopoézy a v periferní krvi nacházíme 
myeloidní blasty. Stěžejním vyšetřením pro diagnózu MDS je aspirace kostní dřeně spojená 
s trepanobiopsií. V aspirátu nalézáme různě dysplastickou hematopoézu, u pokročilých forem 
se zmnoženými myeloidními blasty, cytochemické vyšetření odhalí přítomnost prstenčitých 
sideroblastů, které jsou typické zejména pro MDS RARS (kritériem pro tuto diagnózu je dle 
WHO klasifikace je přítomnost > 15 % prstenčitých sideroblastů). Trepanobioptické vyšetření 
je nedílnou součástí diagnostiky MDS a vypovídá o možné fibróze v kostní dřeni a případné 
patologické lokalizaci hematopoetických prekurzorů (tzv. ALIP fenomén). Cytogenetické 
vyšetření aspirátu kostní dřeně, včetně metody fluorescenční in-situ hybridizace (FISH), hraje 
taktéž zásadní roli v diagnostice MDS a významně přispívá k určení prognózy onemocnění. I 
když není pro tuto diagnózu stěžejném vyšetřením, má své místo v diagnostice MDS taktéž 
průtoková cytometrie. Mimo detekce odlišné exprese povrchových buněčných markerů je 
vhodná k hodnocení počtu myeloidních blastů a taktéž diagnostice možné přítomnosti PNH 
klonu u nemocných s MDS. V poslední době se nabývá na významu vyšetření molekulárně 
genetické schopné detekovat přítomnost mutací nejen v genu TP53, ale taktéž v celém 
širokém panelu typicky mutovaných genů. Velikost těchto mutací může být navíc v čase 
monitorována a pomáhat tak k odhalení ztráty odpovědi na terapii či hrozícího relapsu. 
 
1.1.6 Přehled terapie  
 Terapeutický přístup je odlišný u případů MDS s nízkým rizikem a případů MDS 
vysokého rizika. Vzhledem k primárně teoretickému zaměření práce zmiňuji terapii jen 
v přehledové, stručné formě. Přehled terapie vychází z doporučení České hematologické 
společnosti (Mayer J., et al., 2016). 
 Dle doporučení České hematologické společnosti je možné pacienty s nezávažnou 
cytopenií, bez transfuzní dependence a se stabilní chorobou pouze observovat. Jelikož je 
nejčastějším projevem MDS nízkého rizika anémie a s ní spojené obtíže, je terapie této 
skupiny MDS zaměřena zejména na zvládnutí anemie a jejích symptomů. Transfuze 
erytrocytů je nedílnou součástí podpůrné terapie a její indikace vychází z aktuální hladiny 
hemoglobinu, komorbidit a tolerance anémie u pacienta. U polytransfundovaných pacientů je 
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současně nutno co nejdříve začít s chelatační terapií. Nemocní s nízkou hladinou sérového 
erytropoetinu mohou být úspěšně léčeni substitucí erytropoetinem. Lékem volby pro 
anemické pacienty s izolovanou delecí 5q- je lenalidomid podávaný v třítýdenních cyklech v 
nejvyšší tolerované dávce. U pečlivě vybraných pacientů se může s efektem uplatnit také 
imunosupresivní terapie. 
 Léčba MDS vysokého rizika má za cíl zejména maximální prodloužení celkové délky 
života nemocných při zachování co nejvyšší kvality života. Vzhledem k mediánu věku při 
diagnóze je pouze malá část pacientů únosná k provedení alogenní transplantace krvetvorby, 
spíše, než věk je v indikaci transplantace nutno zohlednit biologické stáří pacienta a zásadní 
komorbidity. Lepších výsledků je, za cenu vyšší toxicity léčby, dosahováno po použití 
myeloablativních přípravných režimů, úspěšnost transplantace po nemyeloablativních 
přípravných režimech je limitována vysokým počtem relapsů (Martino R, et al., 2006; Parker 
J.E, et al., 2002). U pacientů s více než 10 % blastů v kostní dření, indikovaných k alogenní 
transplantaci, je úspěšnost transplantace významně zlepšena předléčením vysokodávkovanou 
chemoterapií kombinace antracyklinu a cytosinarabinosidu v režimu 3 + 7 nelišícím se od 
režimu používaného u akutní myeloidní leukemie. Nemocní s pokročilým MDS, kteří nejsou 
schopni transplantace, jsou kandidáty léčby hypometylačními látkami azacitidinem a 
decitabinem. Terapie azacitidinem spočívá v cyklickém podávání preparátu po dobu sedmi 
dní s hodnocením odpovědi na terapii po 4 čtyřtýdenních cyklech. U pacientů odpovídajících 
na léčbu, tedy minimálně se stabilizací choroby a dobrým klinickým stavem (Mayer J., et al., 
2016) je možné pokračovat až do progrese onemocnění. Méně úspěšnou alternativou 
podávání hypometylačních látek je terapie nízkými dávkami cytosinarabinosidu.  
 Mimo tyto doporučené postupy je možno nemocné s nízkým i vysokým rizikem 
zařadit také do řady probíhajících klinických studií. Algoritmus terapeutických postupů u 











Obrázek 1.2 Algoritmus terapie MDS podle předních amerických odborníků na problematiku 


















1.2. Buněčné dráhy DNA reparačních mechanismů  
 
1.2.1 Úvod 
Denně dochází v jediné buňce k desetitisícům událostí poškozujících genetickou 
informaci obsaženou v DNA (Lindahl T., Barnes D.E, 2000), tato poškození přitom ovlivňují 
chod základních buněčných procesů, jako jsou replikace, transkripce a translace, a tedy 
dochází k celkovému ohrožení funkčnosti a životaschopnosti buňky. Buňky proto byly 
nuceny již v počátku evoluce vyvinout schopnost opravy poškozené DNA, ta je vykonávána 
skrze DNA reparační mechanismy, definováné jako buněčné dráhy mající schopnost 
detekovat a opravit poškození DNA (Dexheimer T.S., 2013). DNA reparační mechanismy 
tedy umožňují zachování stability DNA, podílí se na správné funkci buněk včetně buněčného 
cyklu a dělení a brání vzniku mutací a malignímu zvratu buněk.  
 
1.2.2 Zdroje poškození DNA a rozdělení DNA reparačních mechanismů 
Zdroje poškození DNA mohou být obecně rozděleny na vnitřní (endogenní), které 
převažují a vnější (exogenní). Mezi endogenní příčiny poškození DNA řadíme spontánní 
změny bází (hydrolýza, deaminace), replikační chyby (včetně zařazení pozměněných bází, či 
uracilu), tautomerizace bází (amino-imino a keto-enol formy bází) způsobující chybné 
párování A:C a G:T (Fajkus J., Fajkusová L., 2013) působení alkylačních látek (například S-
adenosylmethionin) a v neposlední řadě také poškození způsobená produkty buněčného 
metabolismu jako jsou reaktivní kyslíkové entity (ROS), zejména radikály ●O2
-, H2O2, 
●OH- 
(Apel K, Hirt H, 2004) a reaktivní dusíkaté entity (RNS) reprezentované radikálem ●NO 
(Burney S. et al, 1999). Exogenní příčiny poškození DNA (neboli mutageny) lze rozdělit na 
fyzikální (UV a ionizující záření), chemické (N-nitrosaminy, polycyklické aromatické 
uhlovodíky, chemoterapeutika) a biologické (viry a plísně) (Dexheimer T.S.,2013).  
Rozlišujeme pět základních mechanismů opravy DNA, z nichž každý se specializuje 
na opravy odlišných typů poškození molekuly DNA.  
1. Oprava vyštěpěním báze (Base excision repair – BER) 
2. Oprava vyštěpením nukleotidu (Nucleotide excision repair – NER) 
3. Oprava chybného párování bází (Mismatch repair – MMR) 
4. Oprava homologní rekombinací (Homologous recombination – HR) 
5. Nehomologní spojování konců (Non-homologous end-joining – NHEJ) 
Schematické zobrazení těchto základních mechanismů a hlavních typů opravovaných 
poškození shrnuje obrázek 1.2. 
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Obrázek 1.2 Přehled typů poškození DNA, reparačních drah a hlavních reparačních enzymů 
(Toss A., Cortesi L.,2013). 
 
 
1.2.3 Base excision repair  
 Mechanismus opravy vyštěpením báze slouží zejména k opravě bází poškozených 
hydrolýzou, deaminací nebo jinými mechanismy a také k opravě jednořetězcových zlomů 
DNA. Stejně jako u ostatních mechanismů DNA reparace se jedná o koordinovaný proces 
následných enzymatických reakcí (Zharkov D.O., 2008).  
 Oprava začíná vyštěpením poškozené báze některou z DNA glykosyláz za vzniku AP 
místa (apurinic/apyrimidinic site). Dosud bylo popsáno více, než 12 různých DNA glykosyláz 
specializovaných dle druhu báze a typu poškození (Jacobs A.L., Schar P., 2012). V dalším 
kroku poté dochází k hydrolýze cukr-fosfátové páteře DNA na 5´ konci před AP místem 
endonukleázou APE1. Následně dochází k přidání jednoho nukleotidu DNA a odštěpení 5-
deoxyribózafosfátu DNA polymerázou β. Tento takzvaný short-patch BER (patch = záplata) 
tvoří 80–90 % všech oprav. Dle templátu může také být přidáno více nukleotidů DNA 
polymerázou δ nebo ε s následným odštěpením vzniklého volného řetězce „flap“ 
endonukleázou FEN1, long-patch BER, jak se tento alternativní mechanismus označuje, je 
zodpovědný za 10 % oprav. Reparace systémem BER je ukončena ligací konců molekuly 
DNA ligázou I nebo komplexem DNA ligáza III + XRCC1. Schéma reparace mechanismem 
BER zachycuje obrázek 1.3. 
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Obrázek 1.3 Oprava DNA systémem base excision repair (BER), podle (Leyns L., Gonzales 




1.2.4 Nucleotide excision repair  
 Mechanismus opravy vyštěpením nukleotidu slouží ke korekci větších poškození 
narušujících dvouřetězcové uspořádání molekuly DNA (Shuck SC et al., 2008). Takové 
poškození může být způsobeno polycyklickými aromatickými uhlovodíky nebo nitrosaminy, 
dále jsou systémem opravována poškození DNA vznikající vlivem ultrafialového záření, tedy 
UV zářením indukované dimery thyminu a 6-4 fotoprodukty. Samotný průběh NER je 
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podobný předchozímu systému, ale komplexnější, zahrnuje asi 30 různých proteinů (Costa 
R.M., et al.,2003). 
 V rámci mechanismu NER lze rozlišit dva způsoby detekce poškození DNA. První 
způsob se uplatňuje u takzvaného celogenomového NER (global genome NER). Detekce 
poškození se děje prostřednictvím proteinového komplexu XPC + Rad23 homolog B + 
Centrin-2 (Sugasawa K, et al., 1998), větší afinitu proteinu XPC k UV produktům zajišťuje 
rozvolněním DNA v místě poškození protein XPE. Druhý způsob detekce poškození je vázán 
na transkripci (transcription-coupled NER), kdy je poškození detekováno RNA polymerázou 
II a dochází k zastavení transkripce. To je signálem pro navázání proteinů CSA a CSB, které 
uvolní polymerázu a umožní dalším proteinům opravit poškození (Hanawalt P.C., Spivak G., 
2008).  
Další oprava poškození je již společná pro oba systémy NER. Navázání transkripčního 
faktoru TFIIH a helikáz XPB a XPD vede k rozvolnění DNA a vytvoření asi 30nukleotidové 
bubliny kolem poškození. Následně je navázáním proteinů XPA a RPA vytvořen a 
stabilizován takzvaný preincizní komplex a endonukleázami XPF a XPG dochází k vystřižení 
úseku DNA obsahujícího poškození (Dexheimer T.S.,2013). Schéma opravy systémem NER 
zachycuje obrázek 1.4. 
 
1.2.5 Mismatch repair 
 Oprava chybného párování bází, neboli mismatch repair slouží k postreplikační opravě 
chybně začleněných bází, které unikly kontrolní aktivitě replikačních DNA polymeráz, dále 
také opravuje inzerční nebo deleční smyčky, které vznikly sklouznutím replikační 
polymerázy při replikaci repetitivních sekvencí DNA (Li G.M., 2008; Dexheimer T.S., 2013).  
 Průběh mismatch repair lze ve stručnosti shrnout následovně. Nejdříve dochází 
k rozpoznání chybně párovaných bází komplexem MSH2-MSH6 (MutSα), méně častý 
komplex MutSβ rozpoznává velké inzerce a delece. Následně dochází k navázání komplexu 
MLH1-PMS2 (MutLα) s endonukleázovou aktivitou a ATP-dependentnímu rozštěpení řetězce 
endonukleázou za účasti proteinů PCNA a RFC, toto štěpení může probíhat i ve značné 
vzdálenosti od místa chybného párování. Řetězce obsahujícího chybně párovanou bázi je 
degradován exonukleázou EXO1 a vzniklá mezera je doplněna DNA polymerázou δ. Oprava 
je dokončena ligací nově vytvořeného úseku DNA ligázou I. Schematické znázornění výše 




Obrázek 1.4 Oprava DNA systémem nucleotide excision repair (NER) s vyznačením obou 






Obrázek 1.5 Schematické zobrazení opravy chybného párování bází (Hsieh P., Yamane K., 
2008). Popis mechanismu je uveden v předchozím textu. 
 
 
1.2.6 Dvouřetězcové zlomy DNA 
 Dvouřetězcové zlomy jsou nejzávažnějším a nejnebezpečnějším typem poškození 
molekuly DNA. Neopravený dvouřetězcový zlom může vést ke smrti buňky nebo ke vzniku 
chromozomových aberací jako jsou inverze či translokace chromozomů, a současně nepřesná 
oprava takovýchto zlomů může mít za následek vznik delece nebo inzerce bází (van Gent 
D.C. et al., 2001; Dexheimer T.S., 2013). Dvouřetězcové zlomy v molekule DNA vznikají 
působením různých agens, jako jsou chemické mutageny, ionizující záření, ROS a jiné. K 
opravě těchto poškození jsou v buňce určeny dva reparační systémy, oprava homologní 




1.2.7 Oprava homologní rekombinací 
 Pro svou funkci vyžaduje templátovou DNA sesterské chromatidy, uplatňuje se tedy 
až po replikaci DNA v S a G2 fázi buněčného cyklu. Je to velmi přesný mechanismus opravy, 
který opravuje dvouřetězcové zlomy bez vytváření mutací. Průběh lze rozdělit na tři fáze dle 
časového vztahu ke vzájemnému spojení obou chromatid – presynapse, synapse a 
postsynapse. 
 Po detekci zlomu dochází k úpravě jeho konců odstraněním bází ve směru 5´ → 3´, 
dochází tak k vytvoření 3´ jednořetězcových vláken. Tato operace je zajišťována proteinovým 
komplexem MRN, sestávajícím z proteinů Mre11, Rad50 a Nbs1 (Sartori A.A., et al., 2007). 
Vzniklá jednořetězcová vlákna DNA jsou stabilizována navázáním proteinu RPA, zamezí se 
tak prostorovým konformačním změnám jednořetězcového vlákna. Protein RPA je následně 
nahrazen RAD51 rekombinázou, která se navazuje na DNA spolu s dalšími mediátorovými a 
pomocnými proteiny (RAD51B/C/D, XRCC2/3, RAD52, BRCA2), vzniká tak 
nukleoproteinový komplex, který umožní vyhledání homologní sekvence na druhé chromatidě 
(Forget A. L., Kowalczykowski S.C., 2010). Po nalezení homologní sekvence dochází k 
vmezeření jednovláknového úseku mezi vlákna sesterské chromatidy a podle templátu je 
syntetizována DNA od 3´ konce s následnou ligací. Vzniká čtyřvláknová přechodná struktura 
označovaná jako Hollidayovo spojení (Holliday junction) (McIlwraith M. J., et al., 2005). 
Hollidayovo spojení je následně symetricky nebo asymetricky rozděleno endonukleázami. 
Schematicky tento proces zobrazuje obrázek 1.6. 
 
1.2.8 Nehomologní spojování konců 
 Oprava dvouřetězcových zlomů tímto mechanismem spočívá v přímém spojení konců 
molekuly DNA v místě zlomu, proces nevyžaduje templátovou DNA a může proto být použit 
po celou délku buněčného cyklu. Významnou nevýhodou je ale nízká přesnost, kdy hrozí 
ztráta genetického materiálu a vznik delecí, nebo naopak nadměrné přidávání bází a vznik 
inzercí. 
 Po detekci přerušení obou řetězců DNA dojde k navázání heterodimeru Ku70/Ku80 na 
oba konce zlomu, Ku dimer přitom zaujímá cyklický tvar a obkružuje obě vlákna DNA 
(Walker J.R., et al., 2001). Nukleoproteinový komplex Ku-DNA katalyzuje navázání a 
aktivaci DNA-proteinkinázy a následně dochází k úpravě vláken DNA na obou koncích 
zlomu, to se děje a) přidáním chybějících nukleotidů DNA podle komplementarity DNA 
polymerázami μ a λ s rizikem inzerce nebo b) odštěpení jednovláknových přesahů nukleázou 
Artemis s rizikem delece. Takto upravené konce zlomu DNA jsou nakonec spojeny DNA 
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ligázou IV v komplexu s proteinem XRCC4 (Ahnesorg P, et al., 2006). Mechanismus je 
znázorněn na obrázku 1.6. 
  
Obrázek 1.6 Oprava dvouřetězcových zlomů DNA se srovnáním obou hlavních mechanismů, 
přesná homologní rekombinace s potřebou templátové DNA proti jednoduchému 






2. Cíle práce a výchozí hypotézy 
 
 Nedávné studie předních vědeckých týmů zabývajících se výzkumem 
myelodysplastického syndromu popsaly u MDS přítomnost souboru mutací, obecně 
označovaných jako myeloidní mutace. Současně bylo také prokázáno, že alespoň jedna z 
těchto mutací je přítomna u většiny případů tohoto hematologického onemocnění. Již delší 
dobu je také známo, že MDS je velmi často spojen s chromozomálními abnormalitami 
v rozsahu od izolovaných aberací až ke komplexním změnám karyotypu. Oba tyto faktory 
naznačují značnou míru nestability genetické informace v hematopoetických kmenových 
buňkách pacientů s MDS. K této genetické nestabilitě pravděpodobně přispívá abnormální 
funkce mechanismu reparace buněčné DNA, která může být jak příčinou, tak následkem 
maligní transformace hematopoetické buňky. 
 
 Cílem práce bylo prokázat zmíněnou abnormalitu ve fungování DNA reparačních 
mechanismů u nemocných s diagnózou MDS a pokusit se objasnit, jakou roli hraje porušená 
oprava DNA v patogenezi tohoto onemocnění.  
 
Práce byla rozdělena na dvě relativně nezávislé části podle základních použitých metodik, 
jejichž dílčími cíli bylo: 
a) hodnocení exprese klíčových genů DNA reparace u nemocných s MDS a případných 
změn této exprese v průběhu vývoje choroby  
b) detekce genetických variant (mutací, či polymorfismů) v genech DNA reparace a 
průkaz jejich souvislosti s rizikem vzniku MDS 
 
Hypotézy, na které se práce snažila odpovědět, byly definovány takto: 
a) Exprese genů DNA reparace je u nemocných s MDS snížena, což vede k nedostatečné 
opravě poškození DNA v hematopoetické buňce s následkem vzniku a hromadění 
mutací. 
b) V genech kódujících proteiny účastnící se opravy DNA jsou ve zdravé populaci 






3. Studovaný materiál a použité metody 
 
3.1. Soubor vyšetřovaných pacientů 
 Vyšetřované vzorky kostní dřeně a periferní krve pacientů s diagnózou MDS byly 
shromážděny během rutinních klinických vyšetření na Ústavu hematologie a krevní transfuze 
a I. interní klinice – klinice hematologie Všeobecné fakultní nemocnice v Praze. Diagnóza 
MDS a klasifikace pacientů byla určena na základě kritérií klasifikace WHO 2008. Všechny 
vyšetřované subjekty poskytly informovaný souhlas se zpracováním biologického materiálu 
k vědeckým účelům a prováděné studie byly schváleny lokální etickou komisí.  
 Skríningovou kohortu pro hodnocení exprese DNA reparačních genů tvořilo 28 
pacientů se všemi podtypy MDS a 4 hematologicky zdravé, věkově odpovídající, kontroly. 
Validační kohorta sestávala ze 122 pacientů všech subtypů MDS a 12 zdravých, věkově 
odpovídajících, kontrol. Pro validaci genů RPA3, MPG a XPC sestávala validační kohorta z 
84 pacientů a 10 kontrol. Všechny vzorky pacientů byly získány v čase diagnózy. Podrobné 
charakteristiky vyšetřovaných pacientů uvádí tabulka 3.1. Sériové vzorky 15 pacientů 
s progredujícím onemocněním byly užity k monitoraci exprese genů RAD51 a XRCC2 
v průběhu postupující choroby, od každého z těchto nemocných byly vyšetřeny 2 až 4 vzorky. 
Profil myeloidních mutací byl zjištěn u všech 15 pacientů s progredujícím onemocněním a 
mutační stav genu TP53 byl ověřen u všech vyšetřovaných nemocných s MDS nízkého rizika. 
3 pacienti s 5q-syndromem, 3 pacienti s RCMD, 2 pacienti s RAEB-1 měli prokázanou 
mutaci genu TP53 v době odběru námi hodnocených vzorků. Mutace TP53 nebyla prokázána 
u žádného nemocného s RA nebo RARS z naší kohorty pacientů (Belickova M. et al., 2016).  
 Cílené sekvenování exonových oblastí DNA reparačních genů byla provedeno na 
vzorku 16 pacientů s MDS vysokého rizika. Validační kohorta určená k ověření možného 
vztahu vybraných genových polymorfismů ke zvýšené pravděpodobnosti vzniku MDS byla 
tvořena 200 pacienty s MDS všech podtypů a 216 hematologicky zdravými, věkově 
odpovídajícími, kontrolami. Charakteristiky vyšetřovaných pacientů jsou uvedeny v tabulce 
3.2. Výše zmíněných 16 pacientů, u kterých byla provedena sekvenace, bylo také součástí 
skríningové kohorty při hodnocení exprese DNA reparačních genů, což u těchto nemocných 





Tabulka 3.1 Základní charakteristiky pacientů skríningové a validační kohorty vyšetřovaných 
k hodnocení exprese DNA reparačních mechanismů. Procento myeloidních blastů v kostní 
dřeni, hemoglobin, počet neutrofilních granulocytů a trombocytů jsou vyjádřeny ve tvaru 
medián (rozpětí).  
 
  
Skríningová kohorta  Validační kohorta 
Počet pacientů 28 122 
Pohlaví (M / Ž) 14 / 14 67 / 55 
Medián věku (roky) 65 (39–84) 65 (22–89) 
Blasty v kostní dřeni (%) 3,9 (0,2–18,8) 5,4 (0,0–32,8) 
Hemoglobin (g/dl) 9,7 (7,7–14,5) 9,4 (4,2–13,9) 
Neutrofily (G/l) 1,72 (0,20–11,39) 1,35 (0,06–30,00) 
Trombocyty (G/l) 173 (36–597) 120 (6–797) 
   
Diagnóza     
RA 2 (7 %) 4 (3 %) 
RARS 1 (4 %) 7 (6 %) 
5q- syndrom 4 (14 %) 5 (4 %) 
RCMD 8 (29 %) 42 (35 %) 
RAEB-1 4 (14 %) 15 (12 %) 
RAEB-2 9 (32 %) 37 (30 %) 
 AML s MLD 0 (0 %) 9 (7 %) 
CMML 0 (0 %) 2 (2 %) 
MDS-U 0 (0 %)  1 (1 %)  
IPSS-R     
very low 3 (11 %) 16 (13 %) 
low 6 (21 %) 25 (20 %) 
intermediate 6 (21 %) 18 (15 %) 
high 8 (29 %) 33 (27 %) 
very high 5 (18 %) 29 (24 %) 
nezjištěno – 1 (1 %) 
Karyotyp dle IPSS-R     
very good / good 13 (47 %) 64 (52 %) 
intermediate 9 (32 %) 21 (17 %) 
poor / very poor 6 (21 %) 36 (30 %) 
nezjištěno – 1 (1 %) 
Počet blastů v KD   
< 2 % 8 (29 %) 28 (23 %) 
2–5 % 8 (29 %) 30 (25 %) 
5–10 % 3 (11 %) 16 (13 %) 




Tabulka 3.2 Základní charakteristiky skríningové kohorty pacientů vyšetřovaných metodou 
cíleného sekvenování vybraných DNA reparačních genů a validační kohorta MDS pacientů a 
kontrol použitá k ověření možné asociace vybraných genových polymorfismů se zvýšenou 
pravděpodobností vzniku MDS. Procento myeloidních blastů v kostní dřeni, hemoglobin, 









Počet pacientů 16 200 216 
Pohlaví (M/Ž) 
9/7                       
(56 %/44 %) 
115/85                
(58 %/42 %) 
110/106             
(51 %/49 %) 
Medián věku (roky) 65 (39–82) 69 (19–85) 64 (21–98) 
Blasty v kostní dřeni (%) 8,4 (0,6–18,8) 4,0 (0,0–60,0) – 
Hemoglobin (g/dl) 9,8 (8,3–13,2) 9,4 (6,5–15,3) – 
Neutrofily (G/l) 0,8 (0,20–11,39) 1,48 (0,08–60,6) – 
Trombocyty (G/l) 120 (36–504) 116 (8–734) – 
    
Diagnóza     
RA/RN 0 (0 %) 15 (8 %) 
RARS 0 (0 %) 5 (2 %) 
5q- syndrom 0 (0 %) 15 (8 %) 
RCMD 5 (31 %) 68 (34 %) 
RAEB-1 4 (25 %) 20 (10 %) 
RAEB-2 7 (44 %) 46 (23 %) 
AML s MLD 0 (0 %) 20 (10 %) 
CMML 0 (0 %) 11 (5 %) 
IPSS-R     
very low 0 (0 %) 29 (14 %) 
low 1 (6 %) 43 (21 %) 
intermediate 4 (25 %) 45 (23 %) 
high 7 (44 %) 37 (18 %) 
very high 4 (25 %) 22 (11 %) 
nezjištěno – 24 (12 %) 
Karyotyp dle IPSS-R     
very good / good 4 (25 %) 114 (57 %) 
intermediate 7 (44 %) 40 (20 %) 
poor / very poor 5 (31 %) 24 (12 %) 







3.2. Separace buněk a extrakce RNA 
 Mononukleární buňky kostní dřeně byly selektovány za použití hustotní gradientové 
centrifugace Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Mnichov, Německo), CD34+ buňky byly 
následně izolovány magnetickou buněčnou separací použitím přístroje MACS dle instrukcí 
výrobce (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Německo). Acid-guanidine-fenol-
chloroformová metoda (Chomczynski P, Sacchi N., 1987) byla použita k extrakci celkové 
buněčné RNA a vzorky byly současně inkubovány s DNAzou I (Qiagen, Hilden, Německo) 
k prevenci kontaminace genomickou DNA. Kvalita každého vzorku RNA byla posouzena 
analyzátorem Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, Kalifornie, USA). 
  
3.3. PCR v reálném čase (Real-Time PCR) 
 Panel se zaměřením na studium exprese genů lidské DNA reparace metodou PCR, 
RT2 Profiler PCR – Human DNA Repair Array (Qiagen, Hilden, Německo), obsahující 84 
hlavních genů asociovaných s reparací DNA, byl použit dle návodu výrobce. Seznam 
testovaných genů je uveden v tabulce 3.3. Relativní genová exprese byla vypočtena dle 
metody 2-ΔΔCT (Livak K.J., Schmittgen T.D., 2001) s použitím housekeeping genů ACTB, 
B2M, GAPDH, HPRT1 a RPLP0 pro kvantitativní normalizaci.  
 Následně byla exprese vybraných genů (RAD51, XRCC2, RPA3, MPG, XPC) 
hodnocena na vzorcích validační kohorty pacientů za použití TaqMan® esejí (Applied 
Biosystems, Foster City, Kalifornie, USA). Tyto validační vzorky byly hodnoceny v 
duplikátech. RT-PCR byla v obou fázích prováděna na přístroji StepOnePlusTM Real-Time 
PCR System (Applied Biosystems). Relativní genová exprese byla vypočtena metodou 2-ΔΔCT, 












Tabulka 3.3 Seznam 84 DNA reparačních genů, u nichž byla vyšetřována genová exprese 
pomocí panelu RT2 Profiler PCR – Human DNA Repair Array. V další fázi studie bylo u 
těchto genů provedeno cílené sekvenování jejich exonových oblastí. 
 
Base Excision Repair (BER): APEX1, APEX2, CCNO, LIG3, MPG, MUTYH, NEIL1, NEIL2, NEIL3, 
NTHL1, OGG1, PARP1, PARP2, PARP3, POLB, SMUG1, TDG, UNG, XRCC1.  
Nucleotide Excision Repair (NER): ATXN3, BRIP1, CCNH, CDK7, DDB1, DDB2, ERCC1, ERCC2, 
ERCC3, ERCC4, ERCC5, ERCC6, ERCC8, LIG1, MMS19, PNKP, POLL, RAD23A, RAD23B, RPA1, 
RPA3, SLK, XAB2, XPA, XPC.  
Mismatch Repair (MMR): MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH4, MSH5, MSH6, PMS1, PMS2, 
POLD3, TREX1.  
Double-Strand Break (DSB) Repair: BRCA1, BRCA2, DMC1, FEN1, LIG4, MRE11A, PRKDC, 
RAD21, RAD50, RAD51, RAD51C, RAD51B, RAD51D, RAD52, RAD54L, XRCC2, XRCC3, XRCC4, 
XRCC5, XRCC6.  
Other Genes Related to DNA Repair: ATM, ATR, EXO1, MGMT, RAD18, RFC1, TOP3A, 
TOP3B, XRCC6BP1.  
 
3.4. Imunohistochemický průkaz proteinu RAD51 
 Histologické vzorky byly získány standardním postupem trepanobiopsií z pánevní 
kosti. Získaná tkáň byla odvápněna, fixována formalinem, zabudována do parafinu a následně 
nakrájena na 3 mikrometry tenké řezy, které byly dále imunohistochemicky zpracovány. K 
lokalizaci proteinu RAD51 byla použita anti-Rad51 (H-92) králičí polyklonální protilátka 
zacílená na prvních 92 aminokyselin lidského RAD51 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, 
Texas, USA). Detekce byla provedena za použití sekundární biotinylované protilátky, 
komplexu streptavidin-peroxidázy a 3,3'-diaminobenzidin-tetrachloridu (LSAB+ Dako REAL 
Detection System). Celkem bylo imunohistochemicky barveno 12 vzorků, 4 vzorky pacientů 
s MDS nízkého rizika, 4 vzorky nemocných s MDS vysokého rizika a 4 vzorky pacientů 
s plazmocytomem jako technické kontroly. Kontrolní vzorky byly připraveny a barveny 
stejným způsobem jako vzorky nemocných s MDS a prokázaly správnost barvení tkáně pro 
protein RAD51. Všechny imunohistochemické vzorky byly hodnoceny zkušeným 
hematopatologem a klasifikovány jako RAD51-negativní, 1+, 2+ nebo 3+ pozitivní. 




3.5. Cílené sekvenování vybraných DNA reparačních genů 
 S použitím postupů sekvenování nové generace (NGS) byly cíleně sekvenovány 
(targeted enrichment resequencing) exonové části 84 vybraných genů účastnících se reparace 
lidské DNA. Soubor sekvenovaných genů byly sestaven ve shodě s geny obsaženými v panelu 
RT2 Profiler PCR – Human DNA Repair Array (Qiagen) použitým při hodnocení exprese 
genů DNA reparace. Seznam testovaných genů je uveden v tabulce 3.3. Sekvenování bylo 
provedeno za použití kitu SureSelect XT2 1Kb-499 kb (Agilent Technologies, Santa Cara, 
Kalifornie, USA) na platformě Illumina MiSeq (Illumina, San Diego, Kalifornie, USA). 
Hloubka pokrytí byla > 300 čtení. Vybrané genetické sekvence byly verifikovány 
Sangerovým sekvenováním CD3+ T-lymfocytů za účelem určení potenciálního zárodečného 
původu identifikovaných genových variant (ABI 3500, Applied Biosystems, Foster City, 
Kalifornie, USA). 
 
3.6. Validace vybraných jednonukleotidových polymorfismů  
 U validační kohorty pacientů s diagnózou MDS a kontrol (viz tabulka 3.2) byla 
provedena genotypizace vybraných jednonukleotidových polymorfismů (SNP) s využitím 
vhodných TaqMan® SNP esejí (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornie, USA). 
Genotypizace byla provedena na přístroji StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied 
Biosystems, Foster City, Kalifornie, USA).  
 
3.7. Statistická analýza dat genové exprese 
 Statistická analýza byla provedena s použitím nástroje GraphPad Prism 5 (GraphPad 
Software, La Jolla, Kalifornie). Všechny p-hodnoty při vzájemném porovnávání dvou skupiny 
byly vypočítány jako oboustranné použitím neparametrického nepárového (Mann-Whitneyho) 
testu. V případech vzájemného porovnávání více než dvou skupin byla pro výpočet p-hodnot 
použita statistika ANOVA. P-hodnota byla považována za statisticky signifikantní při 
dosažení hodnoty nižší než 0,05. Celkové přežití pacientů bylo definováno jako doba mezi 
diagnózou a úmrtím z jakékoliv příčiny, přežití žijících pacientů bylo odečteno v čase 
posledního ambulantního vyšetření. Časové křivky do události, v našem případě křivky 
celkového přežití, byly vytvořeny s použitím Kaplan-Meierovy metody a statisticky 
vyhodnoceny užitím log-rank (Mantel-Coxova) testu. Multivariantní analýza používající 
Coxův regresní model byla vytvořena k určení nezávislého dopadu různých proměnných na 




3.8. Bioinformatická a statistická analýza sekvenačních dat 
 Hrubá data získaná cílenou sekvenací exonových částí vybraných genů a referenční 
korespondující genové sekvence poskytla společnost ATLAS Biolabs GmbH (Berlin, 
Německo). Pro vizualizaci sekvenačních dat a analýzu výsledků byl využit nástroj Tablet, 
verze 1.13.12.17 (Milne I. et al., 2013). Software VarSifter verze 1.6 (Teer J.K. et al., 2012) 
umožnil vizualizaci a katalogizaci poskytnutých seznamů detekovaných genetických variant. 
Doplňující a aktuální informace k nalezeným variantám byly získány z databází NCBI dbSNP 
database (Sherry S.T. et al, 2001) a NCBI Variation Viewer. Při vyhledávání v těchto 
databázích jsme použili referenční genom Homo Sapiens GRCh37.p13. Statistické analýzy 
byly následně prováděny za použití nástroje GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, 
Kalifornie, USA). Potenciální vztah mezi konkrétními genovými polymorfismy a rizikem 
vzniku MDS byl počítán jako odds ratio (OR), přičemž jako kontrolní skupina soužila data 
alelických frekvencí v populaci HapMAP-CEU dostupná v databázi NCBI dbSNP. 
Procentuální hodnoty pro výpočty OR byly vyjádřeny jako celá čísla. Všechny p-hodnoty při 
vzájemném porovnávání dvou skupin byly vypočítány jako obousměrné použitím 
neparametrického nepárového (Mann-Whitneyho) testu. V případech vzájemného 
porovnávání více než dvou skupin byla pro výpočet p-hodnot použita statistika ANOVA. P-





















4.1. Hodnocení exprese DNA reparačních genů u pacientů s MDS 
 
4.1.1. Některé DNA reparačních geny mají u pacientů s MDS deregulovanou genovou 
expresi 
 Expresní profilování DNA reparačních genů na vzorku 28 pacientů s diagnózou MDS, 
rozdělených do skupin podle prognostického skóre IPSS-R, odhalilo statisticky významně 
odlišnou genovou expresi u některých genů mechanismu DNA reparace. Porovnáním hladiny 
genové exprese mezi skupinami pacientů s MDS nízkého, středního a vysokého rizika podle 
IPSS-R kritérií jsme identifikovali tři abnormální expresní profily. První expresní profil se 
vyznačoval zvýšenou hladinou genové exprese u pacientů s MDS nízkého rizika, naopak u 
pacientů s vysoce rizikovým onemocněním, byla hladina genové exprese snížena. Tento 
abnormální expresní profil vykazovaly geny BRCA2 (p = 0,0461), EXO1 (p = 0,0043), FEN1 
(p = 0,0081), RAD51 (p = 0,0009), XRCC2 (p = 0,0065) a XRCC4 (p = 0,0233). Grafické 
vyjádření genové exprese těchto genů u vyšetřovaných pacientů ukazuje obrázek 4.1.  
 V případě druhého abnormálního expresního profilu byla hladina genové exprese 
snížena u pacientů s nízkým rizikem a progresivně se zvyšovala směrem k vysoce rizikovým 
případům MDS. Takovýto vzor genové exprese jsme nalezli u genů APEX2 (p = 0,0081), 
CCNO (p = 0,0050), MPG (p < 0,0001), POLL (p = 0,0065), XPA (p = 0,0046), XPC (p = 
0,0159) a XRCC3 (p = 0,0442) (obrázek 4.2).  
 Hladina genové exprese u třetí skupiny genů byla snížena v celém souboru pacientů 
bez ohledu na rizikovou kategorii onemocnění. Do této poslední skupiny patřily geny NEIL1 
s 1,63násobným poklesem hladiny genové exprese (p = 0,0493), RPA3 s 1,42násobným 
poklesem (p = 0,0282) a gen XRCC6 s poklesem hladiny genové exprese o 1,19násobek (p = 
0,0270) (obrázek 4.3). Uvedené hodnoty jsou spočítány jako geometrický průměr hladin 







Obrázek 4.1 Abnormální vzorec genové exprese číslo 1. Zvýšená exprese u MDS s nízkým 
rizikem a snížená exprese u MDS vysokého rizika. (VL = very low; L = low; Int = 
Intermediate; H = high; VH = very high). 
 
 







Obrázek 4.2 Abnormální vzorec genové exprese číslo 2. Snížená exprese u MDS s nízkým 




Obrázek 4.3 Abnormální vzorec genové exprese číslo 3. Snížená exprese u všech pacientů s 



















4.1.2. Hladina genové exprese genů RAD51, XRCC2 a RPA3 vykazuje klesající tendenci od 
časných k pozdním formám MDS 
 Pro podrobnější analýzu exprese genů DNA reparace byly z výše uvedených skupin 
vybrány reprezentativní geny, jejichž exprese byla hodnocena na validační kohortě pacientů 
s diagnózou MDS.  
 Geometrický průměr hladiny exprese genu RAD51 v celé validační kohortě byl 
1,51násobně nižší, než u kontrolní skupiny. Hodnota však nedosáhla statistické významnosti 
(p = 0,0737) (obrázek 4.4).  
 
Obrázek 4.4 Exprese genu RAD51 v celé validační kohortě pacientů s MDS. 
 
 
 Při rozdělení pacientů validační kohorty do skupin dle podtypů MDS na základě WHO 
klasifikace se potvrdila dříve pozorovaná abnormální genová exprese. Nejvyšší exprese genu 
byla nalezena u nemocných s nízce rizikovými formami onemocnění, tedy RA, RARS a 5q-
syndrom (změna exprese – fold change (FC) = +1,60; p = 0,0003); naopak nejnižší genová 
exprese byla přítomna u pacientů s vysoce rizikovými podtypy MDS – RAEB-1, RAEB-2 a 
AML s MLD (FC = -2,45; p <0,0001). Skupina pacientů s RCMD vykazovala hladinu genové 
exprese srovnatelnou s kontrolní skupinou (FC = -1,08; p = 0,8514). Statistické srovnání 
hladiny genové exprese u všech tří skupin pacientů bylo vysoce signifikantní (p < 0,0001) 
(obrázek 4.5A). Rozdělením pacientů podle prognostického systému IPSS-R bylo zjištěno 
statisticky významné zvýšení genové exprese u skupiny pacientů s příznivou prognózou, 
zahrnující prognostické kategorie very low a low (FC = +1,18; p = 0,0725), naopak nejnižší 
genová exprese byla přítomna ve skupině nemocných s nejhorší prognózou, kam byly 
zařazeny prognostické kategorie high a very high (FC = -2,31; p < 0,0001). Exprese genu u 
pacientů se středně závažnou prognózou, prognostická kategorie intermediate, se statisticky 
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nelišila od kontrolní populace (FC = -1,28; p = 0,2443). Srovnáním těchto tří prognostických 
skupin se opět ukázal statisticky významný trend poklesu genové exprese směrem 
k závaznějším formám MDS (p < 0,0001) (obrázek 4.5B). Rozdělením pacientů podle počtu 
myeloidních blastů hodnoceného morfologickým vyšetřením aspirátu kostní dřeně jsme 
zjistili statisticky významné zvýšení exprese genu v nemocných s méně než 2 % blastů (FC = 
+1,35; p = 0,0205) a statisticky významné snížení genové exprese u pacientů s více než 10 % 
blastů (FC = -2,69; p < 0,0001). Vzájemným srovnáním skupin pacientů dle rostoucího počtu 
myeloidních blastů v kostní dřeni jsme opět získali vysoce signifikantní výsledek s jasným 
trendem postupného poklesem exprese genu směrem k pokročilému MDS (p < 0,0001) 
(obrázek 4.5C). Posledním užitým distribučním kritériem byl cytogenetický nález, kdy byli 
pacienti rozděleni do skupin s velmi příznivým / příznivým, intermediárním a nepříznivým / 
velmi nepříznivým cytogenetickým nálezem podle kritérií IPSS-R. Identifikováno bylo 
statisticky významné snížení exprese genu u nemocných s nepříznivým cytogenetickým 
nálezem (FC = -1,71; p = 0,0010). Vzájemné srovnání všech tří skupin nebylo statisticky 
významné (p = 0,1272), zůstal ale zachován trend poklesu genové exprese směrem ke skupině 
s nejméně prognosticky příznivou hodnotou sledovaného kritéria (obrázek 4.5D).  
Obrázek 4.5 Pokles hladiny exprese genu RAD51 při rozdělení pacientů podle podtypu MDS 




 U genu XRCC2 byl geometrický průměr hladiny genové exprese ve validační kohortě 
pacientů 1,28násobně nižší oproti kontrolní skupině, hodnota nebyla statisticky signifikantní 
(p = 0,4978) (obrázek 4.6).  
 
Obrázek 4.6 Exprese genu XRCC2 v celé validační kohortě pacientů s MDS. 
 
 Po rozdělení pacientů do skupin dle podtypů MDS podle WHO klasifikace byly již 
získány statisticky signifikantní výsledky. Ve skupině pacientů s MDS RA, RARS a 5q- 
syndromem byla hladina genové exprese statisticky významně zvýšena proti kontrolní 
skupině (FC = +2,09; p < 0,0001). U skupiny nemocných s MDS RAEB-1, RAEB-2 a 
sekundární akutní myeloidní leukemií byla hladina genové exprese signifikantně snížena (FC 
= -2,08; p = 0,0020). Exprese sledovaného genu u nemocných s MDS RCMD nebyla odlišná 
od exprese genu v kontrolní skupině (FC = +1,06; p = 0,6322). Vzájemným srovnáním všech 
tří skupin pacientů se podobně jako u genu RAD51 ukázal statisticky významný trend poklesu 
genové exprese od časných forem MDS k pokročilým formám onemocnění (p < 0,0001) 
(obrázek 4.7A). Rozdělením pacientů do skupin podle prognostického systém IPSS-R 
(stejných jako u genu RAD51) bylo prokázáno zvýšení exprese ve skupině pacientů s nízkým 
rizikem (FC = +1,55; p = 0,0062) a snížení exprese u nemocných ve skupině prognosticky 
nepříznivé (FC = -2,04; p = 0,0021). Nemocní se středním rizikem měli expresi genu na 
úrovni kontrolní skupiny (FC = -1,03; p = 0,9647). Srovnání všech tří skupin ukázalo opět 
statisticky významný trend poklesu genové exprese spolu se zhoršující se prognózou 
nemocných (p < 0,0001) (obrázek 4.7B). Podobný trend poklesu genové exprese, s menší 
statistickou významností, byl svázán také se vzrůstajícím procentem myeloidních blastů v 
kostní dřeni pacientů (p < 0,0001) (obrázek 4.7C) a rostoucí rizikovostí cytogenetického 
nálezu (p = 0,0003) (obrázek 4.7D).  
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Obrázek 4.6 Pokles hladiny exprese genu XRCC2 při rozdělení pacientů podle podtypu MDS 




 Na rozdíl od výše popisovaných genů byla exprese genu RPA3 snížena v naprosté 
většině vzorků z validační kohorty MDS pacientů (pouze u dvou vzorků byla exprese 
zvýšena) s průměrnou hladinou exprese 2,65násobně nižší, než u kontrolní skupiny (p < 
0,0001) (obrázek 4.8). 
 




 Relativně nejméně byla exprese snížena u pacientů s časnými formami MDS (FC =     
-1,52; p = 0,0046), následována expresí u nemocných se středně pokročilým onemocněním 
charakterizovaným diagnózou RCMD (FC = -2,64; p < 0,0001) a nejdramatičtějším snížením 
exprese u nemocných s pokročilým onemocněním (FC = -4,14; p < 0,0001). Při vzájemném 
srovnání jednotlivých skupin pacientů byl opět prokázán statisticky významný trend poklesu 
genové exprese a to nejen při rozdělní nemocných dle diagnózy / pokročilosti onemocnění (p 
< 0,0001), ale také při distribuci nemocných dle prognostického systému IPSS-R (p = 0,0030) 
a cytogenetiky (p = 0,0308) (obrázek 4.9).  
 
Obrázek 4.9 Pokles hladiny exprese genu RPA3 při rozdělení pacientů podle podtypu MDS 
(A), prognostického skóre IPSS-R (B) a cytogenetiky (C).  
 
 
  V případě genu MPG byla prokázána statisticky významně zvýšená průměrná hladina 
exprese ve srovnání s kontrolní skupinou (FC = +2,06; p = 0,0015). Toto zvýšení genové 
exprese bylo patrné u všech podtypů MDS (obrázek 4.10). U časných forem onemocnění bylo 
zvýšení nejmarkantnější (FC = +2,83; p < 0,0001), u nemocných s RCMD byla exprese taktéž 
zvýšena, v tomto případě ale nikoli signifikantně (FC = +1,38; p = 0,2062) a pacienti 
s pokročilými formami MDS měli opět expresi genu významně zvýšenou (FC = +2,43; p = 
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0,0006) (obrázek 4.11). Nebyly zaznamenány statisticky významné rozdíly ve zvýšení 
exprese genu při vzájemném srovnání nemocných rozdělených skupin podle subtypů MDS, 
prognostických kategorií dle IPSS-R a cytogenetiky. 
 
Obrázek 4.10 Exprese genu MPG v celé validační kohortě pacientů s MDS. 
 
 
Obrázek 4.11 Exprese genu MPG ve srovnání s kontrolami ve skupině pacientů s nízce 
rizikovými formami MDS (A), ve skupině nemocných s RCMD (B) a ve skupině pacientů 





 Posledním genem, jehož exprese byla u pacientů s MDS ve validační kohortě 
podrobněji studována, byl gen XPC. Průměrná hladina exprese tohoto genu se statisticky 
významně neodlišovala od hladiny exprese v kontrolní skupině (FC = +1,12; p = 0,4526) 
(obrázek 4.12). Signifikantní zvýšení exprese tohoto genu proti kontrolní skupině bylo 
prokázáno pouze u nemocných s nízce rizikovými formami MDS, tedy RA, RARS a 5q- 
syndromem (FC = +1,55; p = 0,0084) a toto zvýšení exprese bylo statisticky významné také 
při vzájemném srovnání se skupinami pacientů s RCMD a skupinou s pokročilými formami 
MDS (p = 0,0078) (obrázek 4.13). Exprese genu mezi jednotlivými skupinami se 
signifikantně nelišila při rozdělení pacientů podle prognostického systému IPSS-R ani při 
rozdělení podle cytogenetických kategorií. 
 
Obrázek 4.12 Exprese genu XPC v celé validační kohortě pacientů s MDS. 
 
 
Obrázek 4.13 Exprese genu XPC ve srovnání s kontrolní skupinou u nemocných s nízce 
rizikovými formami MDS (A) a srovnání s ostatními skupinami pacientů rozdělených dle 




4.1.3 Na podkladě rozdílných hladin exprese genů RAD51, XRCC2 a RPA3 lze nemocné 
rozdělit do skupin s odlišným celkovým přežitím 
 Na základě poznatku o abnormální expresi výše studovaných DNA reparačních genů 
jsme se v další fázi našeho výzkumu snažili najít souvislost mezi hladinou exprese těchto 
genů a celkovým přežitím pacientů s diagnózou MDS. Využili jsme hodnoty exprese genů u 
nemocných, kteří tvořili naši validační kohortu a pro konstrukci Kaplan-Meierových křivek 
jsme pacienty rozdělili do skupin s vysokou, normální a nízkou expresí genu. K rozlišení 
těchto skupin jsme empiricky stanovili hladinu exprese 1,3násobně vyšší a 1,3násobně nižší 
proti kontrolním vzorkům. 
 Na základě odlišné exprese genu RAD51 byly jasně definovány tři skupiny pacientů 
s odlišnou délkou celkového přežití, nemocní s vysokou expresí genu měli nejdelší celkové 
přežití, nemocní s nízkou expresí genu přežívali nejhůře a skupina pacientů s normální expresí 
genu měla středně dobrou délku celkového přežití. Statistická významnost rozdělení křivek 
dle Mantel-Coxova testu byla menší než 0,0001 (obrázek 4.14). Pomocí hladiny exprese genu 
RAD51 jsme se pokusili odlišit nemocné s různou délkou celkového přežití také v podskupině 
pacientů s diagnózou RCMD, výsledek ale nebyl statisticky významný. 
 
Obrázek 4.14 Křivka celkového přežití pacientů rozdělených do skupin s vysokou, střední a 







 Při použití expresní hladiny genu XRCC2, jako kritéria určujícího celkové přežití 
nemocných, byly opět definovány tři skupiny pacientů se signifikantně odlišnou délkou 
přežití. Pacienti s vysokou expresí genu přežívali nejdéle, pacienti s nízkou expresí měli 
celkové přežití nejkratší (p < 0,0001) (obrázek 4.15). 
 
Obrázek 4.15 Křivka celkového přežití pacientů rozdělených do skupin s vysokou, střední a 




 Vzhledem k celkově snížené hladině exprese genu RPA3 ve zkoumaném vzorku byly 
pro tento gen použity nižší hodnoty exprese (FC = 0,75 a FC = 0,25) k oddělení pacientů 
s vyšší, střední a nízkou expresí genu. Opět došlo ke statisticky významné selekci nemocných 
dle délky celkového přežití (p = 0,0054), pacienti s nejméně sníženou expresí genu přežívali 
nejdéle a u jedinců s nejvyšším poklesem exprese bylo celkové přežití nejvíce zkráceno 
(obrázek 4.16).  
 Nebyla prokázána závislost celkového přežití nemocných s MDS na expresi genu 
MPG (p = 0,8298) ani na expresi genu XPC (p = 0,2306) (obrázek 4.17). U genu MPG byly 
z důvodu celkově zvýšené exprese použity vyšší hodnoty exprese (FC = 2,00 a FC = 1,00) 






Obrázek 4.16 Křivka celkového přežití pacientů rozdělených do skupin s vysokou, střední a 




Obrázek 4.17 Křivka celkového přežití pacientů rozdělených do skupin s vysokou, střední a 




4.1.4. Abnormality 7. chromozomu jsou spojeny s nejnižší hladinou exprese genů XRCC2 a 
RAD51 
 Ztráta chromozomu 7 a přítomnost dvou chromozomálních abnormalit, z nichž jednou 
je delece dlouhého ramene chromozomu 7, jsou řazeny mezi nepříznivé (poor) cytogenetické 
nálezy u nemocných s MDS podle prognostického systému IPSS-R, samotná delece dlouhého 
ramene 7. chromozomu je potom řazena do středně rizikové (intermediate) cytogenetické 
skupiny. Naproti tomu nález izolované delece dlouhého ramene chromozomu 20 je hodnocen 
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jako prognosticky příznivý (good). Popisované prognostické rozdělení cytogenetických změn 
obrazuje tabulka 1.7 (Schanz et al., 2012). V naší kohortě nemocných s MDS jsme 
shromáždili vzorky 11 pacientů s abnormalitami 7. chromozomu a 9 pacientů s delecí 
dlouhého ramene 20. chromozomu. U těchto vzorků jsme změřili hladinu exprese genů 
XRCC2 a RAD51 a získané výsledky jsme porovnali s hladinami exprese těchto genů u zbytku 
pacientů, u kterých byl prokázán jak normální karyotyp, tak různé cytogenetické léze včetně 
komplexních přestaveb karyotypu.  
 Pacienti se změnami chromozomu 7, tedy monosomií 7 a delecí 7q, vykazovali 
signifikantně nižší expresi genu XRCC2 ve srovnání se zbytkem kohorty (p = 0,0001) 
(obrázek 4.18). Hladina exprese genu XRCC2 u nemocných s delecí dlouhého ramene 20. 
chromozomu byla vyšší, než u nemocných, kteří tuto abnormalitu neměli (p = 0,0858) 
(obrázek 4.19).  
 
Obrázek 4.18 Signifikantně nižší hladina exprese genu XRCC2 u pacientů s abnormalitami 7. 
chromozomu oproti zbytku kohorty pacientů. 
 





 Měření hladiny exprese genu RAD51 přineslo podobné výsledky. U nemocných 
s abnormalitami 7. chromozomu byla exprese signifikantně nižší ve srovnání s ostatními 
pacienty (p = 0,0457) (obrázek 4.20) a přítomnost delece dlouhého ramene chromozomu 20 
byla spojena se zvýšenou expresí genu RAD51 (p = 0,0695) (obrázek 4.21). Nedosažení 
statistické významnosti u delece 20q lze v obou případech přičíst nízkému počtu zkoumaných 
vzorků. 
 
Obrázek 4.20 Signifikantně nižší hladina exprese genu RAD51 u pacientů s abnormalitami 7. 





Obrázek 4.21 Zvýšená exprese genu RAD51 u pacientů s del(20q) oproti pacientům bez této 






4.1.5. Při progresi MDS dochází u konkrétního pacienta k postupnému snížení exprese 
genů RAD51 a XRCC2 
 V další fázi studie bylo provedeno měření hladiny exprese genů RAD51 a XRCC2 u 
sériových vzorků pacientů s progredujícím MDS, hodnoceny byly 2 až 4 vzorky od jednoho 
pacienta. Jako progrese onemocnění byl chápán vrůstající počet myeloidních blastů v kostní 
dřeni. Celkem se podařilo shromáždit materiál 15 nemocných s prokázanou progresí choroby. 
 Hodnocení genu RAD51 prokázalo postupný pokles hladiny exprese tohoto genu spolu 
s progresí MDS u 13 z 15 sledovaných pacientů. Současně byly zdokumentovány 3 případy, 
kdy došlo po překročení hodnoty 30 % blastů v kostní dřeni k opětovnému vzrůstu exprese 
tohoto reparačního genu (obrázek 4.22). Postupný pokles hladiny genové exprese genu 
XRCC2 v průběhu progrese onemocnění byl pozorován v 10 z 15 případů. Opětovné zvýšení 
exprese po dosažení limitu 30 % blastů bylo přítomno u stejných 3 nemocných jako v případě 
předchozího genu (obrázek 4.23).  
 
Obrázek 4.22 Křivky znázorňující na ose Y expresi genu RAD51 u konkrétních pacientů 
v průběhu progrese onemocnění vyjádřené na ose X jako zvyšující se procento blastů v KD. 
Povšimněte si křivky u pacienta číslo 5, po překročení hranice cca 30 % blastů v KD dochází 
k opětovnému vzrůstu exprese genu (podobně vzrůst exprese u pacientů č. 6 a č. 10).  







Obrázek 4.23 Křivky znázorňující na ose Y expresi genu XRCC2 u konkrétních pacientů 
v průběhu progrese onemocnění vyjádřené na ose X jako zvyšující se procento blastů v KD. 
U pacientů č. 5, č. 6 a č. 10 vzestup exprese po dosažení hranice cca 30 % blastů.  





4.1.6. Hladina exprese genu RAD51 v čase diagnózy je významným nezávislým 
prognostickým faktorem pro celkové přežití pacientů s MDS 
 K určení nezávislého vlivu jednotlivých klinických faktorů na celkové přežití pacientů 
s MDS byla provedena multivariantní analýza využívající Coxova regresního modelu. 
Posuzované proměnné zahrnovaly věk, pohlaví, procento myeloidních blastů v kostní dřeni, 
koncentraci hemoglobinu, počet zralých neutrofilních granulocytů, počet trombocytů, 
cytogenetický nález a hladinu exprese genu RAD51. Hodnoty těchto proměnných byly 
zjištěny v době diagnózy onemocnění.  
 Multivariantní analýza identifikovala hladinu exprese genu RAD51 (p = 0,0022; HR 
0.43; 95% CI pro HR 0,25–0,73), cytogenetickou kategorii podle IPSS-R (p = 0,0002; HR 
1,72; 95% CI pro HR 1,30–2,29) a počet myeloidních blastů v kostní dřeni (p = 0,0323; HR 
1,04; 95% CI pro HR 1,00–1,07), zjištěné při diagnóze onemocnění, jako nezávislé 
prognostické faktory pro délku celkového přežití nemocných. Hodnota hazard ratio (HR) < 1 
u hladiny exprese genu RAD51 přitom vyjadřuje výše popsaný nepřímo úměrný vztah vyššího 
rizika úmrtí, a tedy zkráceného přežití, při nižší hladině exprese genu. Výsledky 
multivariantní analýzy shrnuje tabulka 4.1. 
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Tabulka 4.1. Výsledky multivariantní analýzy identifikující hladinu exprese genu RAD51 
v čase diagnózy, karyotyp a procento blastů v kostní dřeni jako nezávislé signifikantní 
prognostické faktory pro celkové přežití pacientů s MDS.  
 




0,9353 1,0009 0,9794–1,0229 
Pohlaví 0,2041 1,4229 0,8278–2,4458 
% blastů v KD 0,0323 1,0360 1,0032–1,0699 
Hemoglobin 0,5002 0,9955 0,9825–1,0086 
Karyotyp 0,0002 1,7248 1,2991–2,2900 
Počet neutrofilů 0,1261 1,0226 0,9939–1,0521 
Počet trombocytů 0,0804 0,9981 0,9959–1,0002 
exprese RAD51 0,0022 0,4262 0,2474–0,7344 
 
4.1.7. Imunohistochemická aktivita proteinu RAD51 je odlišná u pacientů s MDS nízkého a 
vysokého rizika 
 Imunohistochemické barvení trepanobioptických vzorků pacientů s MDS nízkého 
rizika a pacientů s MDS s vysokým rizikem odhalilo rozdíly v intracelulární lokalizaci 
proteinu RAD51 mezi těmito dvěma skupinami nemocných. Ve vzorcích nemocných s MDS 
nízkého rizika byla přítomnost proteinu prokázána v cytoplazmě (1+ až 2+), ale jádra buněk 
byla ve všech vzorcích hodnocena jako RAD51-negativní (obrázek 4.24A). Naproti tomu 
vzorky nemocných s MDS vysokého rizika se vyznačovaly přítomností proteinu RAD51 jak 
v cytoplazmě (1+ až 2+), tak v buněčném jádře (většinou 2+ až 3+) (obrázek 4.24B). 
 
Obrázek 4.24 Imunohistochemické barvení proteinu RAD51. Vzorek MDS nízkého rizika 
vykazuje pozitivitu pouze v cytoplazmě (A), vzorek MDS vysokého rizika s pozitivitou 





4.2. Sekvenační analýza genů DNA reparace u pacientů s MDS 
 
4.2.1. Detekce genetických variant cíleným sekvenováním a výběr variant potenciálně 
asociovaných se vznikem MDS 
 Ve vzorcích 16 pacientů s MDS vysokého rizika bylo v exonových částech 
zkoumaných DNA reparačních genů zjištěno celkem 232 genetických variant s dostatečnou 
technickou kvalitou a pokrytím více než 300 čteními. Pro další analýzu byly vybrány pouze 
missense a nonsense varianty, kterých bylo celkově 118, tedy 51 % ze všech zjištěných 
variant. U těchto variant byla vypočítána průměrná alelická frekvence pro majoritní a 
minoritní alelu v celém souboru pacientů. Vypočítaná hodnota frekvence minoritní alely 
(MAF) v naší studijní populaci a frekvence této minoritní alely v kontrolní populaci 
HapMAP-CEU sloužily pak k výpočtu hodnoty odds ratio pro každou vybranou genetickou 
variantu. Hodnoty MAF v kontrolní, zdravé, populaci HapMAP-CEU byly získány z volně 
internetové databáze NCBI-dbSNP (Sherry S.T. et al., 2001). 
 U šesti jednonukleotidových polymorfismů (SNP) s missense významem byla zjištěna 
statisticky signifikantní hodnota odds ratio značící, že tyto polymorfismy se statisticky častěji 
vyskytovaly v populaci pacientů s MDS, než v kontrolní zdravé populaci. Jednalo se o 
polymorfismy popsané v pěti různých DNA reparačních genech: rs4135113 (gen TDG, OR 
4,41; p = 0,0287), rs12917 (MGMT, OR 3,33; p = 0,0032), rs2230641 (CCNH, OR 2,35; p = 
0,0118), rs2228529 a rs2228526 (ERCC6, OR 2,06; p = 0,0378 respektive OR 2,15; p = 
0,0261) a rs1799977 (MLH1, OR 1,86; p = 0,0449). Výsledky shrnuje tabulka 4.2.  
 
Tabulka 4.2 Missense SNP identifikované metodou cíleného sekvenování v exonech DNA 
reparačních genů jako signifikantně asociované s rizikem vzniku MDS. Pro výpočet odds 
ratio byla jako kontrolní skupina zvolena populace HapMAP-CEU. (MAF – frekvence 
minoritní alely, 95% CI – interval spolehlivosti pro odds ratio, p-hodnota vypočtených odds 
ratio). 







95% CI p-hodnota 
MLH1 rs1799977 A/G  0,50 0,35 1,857 1,052–3,278 0,0449 
CCNH rs2230641 A/G  0,37 0,20 2,349 1,243–4,440 0,0118 
ERCC6 rs2228529 T/C  0,34 0,20 2,061 1,085–3,914 0,0378 
ERCC6 rs2228526 T/C  0,35 0,20 2,154 1,136–4,083 0,0261 
MGMT rs12917 C/T  0,27 0,10 3,329 1,513–7,325 0,0032 
TDG rs4135113 G/A  0,12 0,03 4,409 1,204–16,150 0,0287 
60 
 
 Po rozdělení testovaných pacientů do skupin dle rizikovosti cytogenetického nálezu 
(podle kritérií prognostického systému IPSS-R) jsme zjistili výrazné zesílení korelace mezi 
těmito polymorfismy a přítomností MDS u nemocných s vysoce rizikovým cytogenetickým 
nálezem (skupina nemocných s nepříznivou a velmi nepříznivou cytogenetikou dle IPSS-R). 
Hodnoty OR pro výše zmíněné polymorfismy se v této skupině nemocných pohybovaly od 
4,16 do 9,66; p-hodnota pro každý z polymorfismů dosahovala hodnoty menší než 0,0001. 
Výsledky shrnuty v tabulce 4.3. 
 
Tabulka 4.3 Ve skupině pacientů s nepříznivou a velmi nepříznivou cytogenetikou podle 
IPSS-R došlo k signifikantnímu zesílení sledované závislosti mezi zkoumanými 
polymorfismy a rizikem vzniku MDS. Pro výpočet odds ratio byla jako kontrolní skupina 
zvolena populace HapMAP-CEU. (MAF – frekvence minoritní alely, 95% CI – interval 
spolehlivosti pro odds ratio, p-hodnota vypočtených odds ratio). 







95% CI p-hodnota 
MLH1 rs1799977 A/G  0,75 0,35 5,571 3,023–10,270 < 0,0001 
CCNH rs2230641 A/G  0,61 0,20 6,256 3,319–11,790 < 0,0001 
ERCC6 rs2228529 T/C  0,51 0,20 4,163 2,222–7,799 < 0,0001 
ERCC6 rs2228526 T/C  0,51 0,20 4,163 2,222–7,799 < 0,0001 
MGMT rs12917 C/T  0,48 0,10 8,308 3,877–17,800 < 0,0001 
TDG rs4135113 G/A  0,23 0,03 9,658 2,795–33,380 < 0,0001 
 
 
4.2.2. Validační studie asociací mezi MDS a vybranými genetickými polymorfismy  
 Potenciální asociace mezi výše zmíněnými polymorfismy a sklonem ke vzniku MDS 
byly validovány na populaci sestávající z 200 pacientů s MDS zahrnující nemocné se všemi 
podtypy a ze všech prognostických kategorií tohoto onemocnění. Kontrolní skupinu tvořilo 
216 hematologicky zdravých a věkově srovnatelných osob českého původu.  
 Tato validační studie nepotvrdila vztah mezi žádným z výše uvedených 
jednonukleotidových polymorfismů a zvýšeným rizikem vzniku MDS. Vypočtené hodnoty 







Tabulka 4.4 Ve validační studii nebyla potvrzena žádná z asociací mezi výše vybranými SNP 
a rizikem vzniku MDS. Pro výpočet odds ratio byla jako kontrolní skupina zvolena populace 
hematologicky zdravých, věkově srovnatelných, osob českého původu. (MAF – frekvence 
minoritní alely, 95% CI – interval spolehlivosti pro odds ratio, p-hodnota vypočtených odds 
ratio). 







95% CI p -hodnota 
MLH1 rs1799977 A/G  0,33 0,30 1,149 0,632–2,089 0,7609 
CCNH rs2230641 A/G  0,24 0,27 0,854 0,452–1,614 0,8538 
ERCC6 rs2228529 T/C  0,24 0,27 0,854 0,452–1,614 0,8538 
ERCC6 rs2228526 T/C  0,24 0,27 0,854 0,452–1,614 0,8538 
MGMT rs12917 C/T  0,16 0,19 0,8120 0,391–1,688 0,7102 
TDG rs4135113 G/A  0,03 0,01 3,062 0,313–29,960 0,6212 
 
 
 Pro detailní analýzu byly pacienti validační kohorty rozděleni podle podtypů MDS do 
skupiny zahrnující nízce rizikové podtypy MDS RA, RARS, 5q-syndrom, skupiny zahrnující 
nemocné s RCMD a skupiny pacientů s RAEB-1, RAEB-2 a sekundární AML. Dále byli 
nemocní rozděleni do skupin podle prognostického sytému IPSS-R a podle cytogenetických 
kategorií vycházejících z IPSS-R. Polymorfismus v genu MLH1 (rs1799977) byl asociován se 
vznikem MDS ve skupině nemocných s rizikovým cytogenetickým nálezem definovaným 
jako kategorie poor a very poor dle cytogenetických kritérií IPSS-R (OR 2,870; p = 0,0004), 
viz tabulka 4.5.  
 
Tabulka 4.5 Hodnoty odds ratio získané z validační studie ve skupině pacientů s nepříznivou 
a velmi nepříznivou cytogenetikou dle IPSS-R. Pro výpočet odds ratio byla jako kontrolní 
skupina zvolena populace hematologicky zdravých, věkově srovnatelných, osob českého 
původu. (MAF – frekvence minoritní alely, 95% CI – interval spolehlivosti pro odds ratio, p-
hodnota vypočtených odds ratio). 







95% CI p-hodnota 
MLH1 rs1799977 A/G  0,55 0,30 2,870 1,594–5,102 0,0004 
CCNH rs2230641 A/G  0,26 0,27 0,9499 0,507–1,781 1,0000 
ERCC6 rs2228529 T/C  0,26 0,27 0,9499 0,507–1,781 1,0000 
ERCC6 rs2228526 T/C  0,26 0,27 0,9499 0,507–1,781 1,0000 
MGMT rs12917 C/T  0,14 0,19 0,6940 0,326–1,476 0,4464 




4.2.3. Identifikace nových mutací v DNA reparačních genech u pacientů s MDS 
 Cíleným sekvenováním exonových oblastí 84 vybraných DNA reparačních genů 
(seznam genů viz tabulka 3.3) provedeným na skupině 16 pacientů s MDS byly v tomto 
souboru genů popsány čtyři nové genové mutace. U stejných pacientů byla navíc hodnocena 
exprese všech sekvenovaných genů DNA reparace, takže bylo možné určit vliv těchto mutací 
na expresi postižených genů. 
 V genu XRCC2 byla v heterozygotní formě nalezena mutace charakteru posunu 
čtecího rámce (frameshift) způsobená delecí dvou párů bází v kodonu 263 (XRCC2: 
c.789_790delCA). Tato mutace byla identifikována u pacientky s diagnózou MDS RAEB-2. 
Mutovaná sekvence byla verifikována Sangerovým sekvenováním (obrázek 4.25). Současný 
výskyt této mutace v CD3 pozitivních T-lymfocytech, použitých jako kontrolní buněčná 
populace, signalizuje její zárodečný původ. Exprese genu XRCC2 u pacientky s touto mutací 
byla signifikantně snížena (FC = -5,04). 
 
Obrázek 4.25 Výsledky Sangerova sekvenování ukazující heterozygotní mutaci genu XRCC2 





 U dvou pacientů s prognosticky závažným MDS (nepříznivé a velmi nepříznivé riziko 
dle IPSS-R) byla nalezena synonymní substituční mutace v genu PRKDC (PRDKC: G/A; 
GRCh37.p13 pozice 44,800,153). Exprese mutovaného genu byla u těchto nemocných mírně 
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snížena (FC = -1,14 a -1,43). Pacient s MDS RCMD s prstenčitými sideroblasty a 
prognosticky středním rizikem (intermediate kategorie dle IPSS-R) byl nositelem dvou nově 
identifikovaných mutací, missense mutace v genu SMUG1 (SMUG1: G/A; GRCh37.p13 
pozice 54,576,006) a missense mutace v genu XRCC1 (XRCC1: G/C; GRCh37.p13 pozice 
44,056,320). Gen SMUG1 měl u tohoto nemocného sníženou expresi (FC = -1,43), exprese 
druhého z mutovaných genů XRCC1 byla nezměněna (FC = +1,09). Podle softwarového 
nástroje PolyPhen-2 predikujícího efekt missense mutací v lidském genomu (Adzhubei I. et 
al., 2013) jsou obě popsané mutace benigní s pravděpodobnostním skóre 0,013 (senzitivita: 
0,96, specificita: 0,78).  
 
4.2.4. Funkční důsledky nově popsané posunové mutace c.789_790delCA v genu XRCC2 
 Gen XRCC2 je lokalizován na dlouhém rameni 7. chromozomu. Námi popsaná mutace 
genu XRCC2 (XRCC2: c.789_790delCA) vede k posunu čtecího rámce a předčasnému 
vytvoření stop kodonu, výsledkem je vznik zkráceného nefunkčního proteinu. Jak bylo 
zmíněno výše, mimo sekvenaci bylo u všech testovaných pacientů provedeno také měření 
exprese genů DNA reparace. To nám umožnilo porovnat expresi genu XRCC2 u pacienta 
s nově popsanou mutací a expresi tohoto genu u nemocných s jinými cytogenetickými 
abnormalitami. Vzorky s nejvíce sníženou expresí pocházely od pacienta V697 s mutací genu 
XRCC2: c.789_790delCA (FC = -5,04), dále od pacienta V402 s monosomií chromozomu 7 
(FC = -4,58) a nakonec od pacienta V901 s komplexními změnami karyotypu (FC = -3,53). 
Expresi genu XRCC2 u testovaných pacientů ukazuje obrázek 4.26. 
 Nejbližší interakční partneři proteinu XRCC2 byli identifikováni pomocí databáze 
proteinových interakcí STRING (Szklarczyk D. et al., 2015). Schéma proteinových interakcí 
ukazuje obrázek 4.27. Následně byla u pacienta nesoucího nově popsanou mutaci v genu 
XRCC2 změřena hladina exprese genů kódujících tyto proteinové partnery. V následujícím 
výčtu jsou uvedeny tyto geny v abecedním pořadí spolu s relativním snížením hladiny jejich 
exprese (fold change): ATM (FC = -1,88); BRCA1 (FC = -2,57), BRCA2 (FC = -3,63), 
MRE11A (FC = -2,35), RAD51 (FC = -2,85), RAD51B (FC = -2,33), RAD51C (FC = -3,79), 
RAD51D (FC = -1,55) a RAD52 (FC = -1,63) (obrázek 4.28). Signifikantní snížení exprese 
genů kódujících interakční proteinové partnery proteinu XRCC2 nebylo pozorováno u 
žádného dalšího ze studovaných pacientů včetně nemocných s monosomií chromozomu 7 




Obrázek 4.26 Exprese genu XRCC2 u 16 pacientů jejichž DNA byla sekvenována. Pacient 
V697 (červený sloupec) je nemocný, u nějž byla detekována mutace XRCC2: 









Obrázek 4.28 Hladiny exprese genů kódujících proteinové funkční partnery proteinu XRCC2 

























5. Diskuze  
 
5.1 Hodnocení exprese DNA reparačních genů u pacientů s MDS 
 Patogenetické mechanismy vedoucí ke vzniku a rozvoji myelodysplastického 
syndromu stále nejsou plně pochopeny. Na základně skutečnosti, že u většiny případů MDS je 
identifikována alespoň jedna z řady takzvaných myeloidních mutací (Bejar R. et al., 2011; 
Papaemmanuil E. et al., 2013; Haferlach T. et al, 2014) a časté přítomnosti cytogenetických 
alterací u tohoto onemocnění (Haase D. et al., 2007), se ve shodě s jinými autory (Zhou T. et 
al.,2013; Zhou T. et al., 2015) přikláníme k teorii, že MDS je onemocněním, na jehož vzniku 
se zásadním způsobem podílí genomická nestabilita. Tato genomická nestabilita je spojena s 
tendencí buněk k získávání mutací a šíření těchto mutací do dalších buněčných generací 
vlivem neschopnosti vypořádat se adekvátním způsobem s poškozením DNA (Zhou T. et al., 
2015). Pouze malá část případů MDS může být uspokojivě vysvětlena jako důsledek 
nadměrného vystavení nejrůznějším, zejména zevním, mutagenům jako jsou gama záření, 
nejrůznější chemické látky nebo chemoterapeutika. Vznik maligní buňky a její další rozvoj 
vedoucí k vytvoření maligního buněčnému klonu, který je zodpovědný za rozvoj MDS, musí 
tedy spočívat buď v poruše mechanismů odpovídajících na poškození DNA (DNA response) 
anebo vlastních mechanismů DNA reparace (DNA repair).  
 Srovnáním expresních profilů genů DNA reparace u pacientů v různých stádiích MDS 
a hematologicky zdravých kontrol jsme identifikovali 16 abnormálně exprimovaných genů. 
S využitím databází a analyzátorů buněčných drah (Rebhan M. et al., 1997; Szklarczyk D. et 
al., 2015) jsme byli schopni přiřadit tyto odlišně exprimované geny ke každé z hlavních drah 
mechanismu DNA reparace. K dráze opravy vyštěpením báze (BER) náležely abnormálně 
exprimované geny APEX2, CCNO, FEN1, MPG a NEIL1; mechanismus opravy vyštěpením 
nukleotidu (NER) byl zastoupen geny XPA a XPC; s opravou chybného párování (mismatch 
repair) byl spojen gen EXO1; u mechanismu opravy DNA homologní rekombinací byly 
postiženy geny BRCA2, EXO1, RAD51, RPA3, XRCC2, XRCC3 a k poslední z hlavních drah 
DNA reparace, nehomolognímu spojování konců (NHEJ), bylo možno přiřadit geny POLL, 
XRCC4, XRCC6. Z počtu abnormálně exprimovaných genů je zřejmé, že nejvíce 
deregulovány jsou mechanismy BER a homologní rekombinace.  
 Možná úloha BER v patogenezi MDS je zvažována také v publikované literatuře 
(Jankowska A.M. et al., 2008; Zimmer S.N. et al. 2012). Hladina exprese jedné ze známých 
DNA glykosyláz asociovaných s BER dráhou, N-metylpurin DNA glykosylázy (MPG), byla 
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v námi zkoumaných vzorcích MDS pacientů významně zvýšena. Nejvyšší exprese tento gen 
dosahoval u pacientů s MDS vysokého rizika. Můžeme se domnívat, že tato deregulace může 
přispívat k hypermetylaci DNA, která je známa u pokročilého MDS (Khan H. et al., 2013). 
 Homologní rekombinace je vedle nehomologního spojování konců hlavním 
mechanismem zodpovědným za opravu dvouřetězcových zlomů DNA, nejzávažnějšího typu 
poškození této nukleové kyseliny. Předkládaná studie odhalila, že exprese genu RAD51, tedy 
klíčového faktoru této buněčné dráhy, a s ním spolupracujících genů BRCA2, XRCC2, XRCC3 
a RPA3 je u pacientů s MDS deregulována a v pokročilých stádiích významně snížena, což 
naznačuje závažnou poruchu mechanismu homologní rekombinace u tohoto onemocnění. 
Stěžejní role RAD51 rekombinázy a úzký funkční vztah k proteinům, se kterými při své 
činnosti kooperuje, jsou známy a široce studovány (Tambini C.E. et al., 2010). Geny RAD51, 
XRCC2, BRCA2 a RPA3 vykazovaly v provedené studii zvýšenou expresi v CD34+ buňkách 
kostní dřeně u MDS nízkého rizika (RA, RARS, 5q- syndrom) a současně trend postupného 
poklesu hladiny exprese směrem k závažnějším formám onemocnění s nejnižší expresí u 
vysoce rizikových forem MDS (RAEB-1, RAEB-2 a sekundární AML). Hladina exprese genů 
RAD51, XRCC2 a RPA3 negativně korelovala také se zhoršením prognózy onemocnění dle 
prognostického indexu IPSS-R a s rostoucím procentem myeloidních blastů v kostní dřeni, a 
byla pozitivně spojena s délkou celkového přežití pacientů. Podobné snížení exprese genů 
RAD51 a BRCA2 popsal ve svém článku také Pellagati (Pellagati A. et al., 2010).  
 Na základě získaných výsledků se lze domnívat, že zvýšená aktivita mechanismu 
homologní rekombinace pozorovaná u MDS nízkého rizika představuje odpověď 
hematopoetických buněk na vliv neznámého stresoru působícího v mikroprostředí kostní 
dřeně. Úloha takzvaného buněčného stresu na vznik mutací a rozvoj maligního klonu je 
v patogenezi MDS zmiňována také dalšími autory (Chung Y.J. et al., 2014; Gonçalves A.C. et 
al., 2015). Selhání této odpovědi, způsobené energetickým vyčerpáním reparačního 
mechanismu nebo nemožností dále zvyšovat aktivitu odpovědi úměrně sílícímu buněčnému 
stresu, vede k chybné opravě DNA a vzniku mutace, která buď iniciuje vznik patologického 
MDS klonu, nebo umožní jeho progresi. Porušení funkce homologní rekombinace v CD34+ 
buňkách se v průběhu onemocnění dle prezentovaných výsledků jeví jako progredující, což 
usnadňuje vznik nových mutací a chromozomálních lézí během evoluce patologického MDS 
klonu a vede k vývoji buněk s vysokou mírou genetické nestability. Role opravy 
dvouřetězcových zlomů homologní rekombinací se zdá být v tomto procesu stěžejní, neboť 
tento mechanismus opravuje zlomy velmi přesně a bez tvorby mutací. Při poklesu aktivity 
homologní rekombinace jsou buňky nuceny využít pro opravu zlomů druhou z buněčných 
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drah zodpovědných za opravu tohoto poškození, tedy nehomologní spojování konců, které 
sice obnoví kontinuitu rozlomené molekuly DNA a umožní replikaci genetické informace a 
rozdělení buňky, ale z podstaty svého fungování je tento mechanismus poměrně nepřesný a 
může přispívat ke vniku nových mutací. Popsaná teorie využívá široce přijímaného modelu 
klonální hematopoézy u MDS (Steensma D.P. et al., 2015) a může být také podpořena závěry 
jiných autorů, kteří zmiňují roli chybné opravy dvouřetězcových zlomů v myších modelech 
MDS (Omidvar N. et al., 2007) a podíl neefektivní opravy dvouřetězcových zlomů na vzniku 
myeloidních malignit (Broberg K. et al., 2007) a postterapeutické akutní myeloidní leukemie 
(Jacoby M.A. et al., 2014). 
 Získané výsledky byly potvrzeny stanovením hladiny exprese genů RAD1 a XRCC2 v 
sériových vzorcích pacientů s progresí myelodysplastického syndromu a známým mutačním 
profilem. Výrazná většina vyšetřovaných pacientů vykazovala pokles exprese sledovaných 
genů od časných k pokročilým stádiím svého onemocnění. Za povšimnutí stojí jistě také to, že 
v některých případech progrese MDS dochází po překročení hranice 30 % myeloidních blastů 
v kostní dřeni (tedy jde již o transformaci do AML) k opětovnému zvýšení hladiny exprese 
těchto sledovaných genů a tedy možné obnově funkce DNA reparačního mechanismu 
homologní rekombinace. Toto posílení DNA reparačních mechanismů může přispívat 
k rezistenci patologických buněk sekundární (z MDS vzniklé) AML a může představovat 
potenciální terapeutický cíl. K ověření této hypotézy je však třeba získat větší množství dat 
z velkého vzorku pacientů. Z důvodu malého počtu pacientů v našem vzorku jsme nebyli 
schopni provést spolehlivou analýzu vlivu mutačního statusu genu TP53 na expresi genu 
RAD51. 
 Delece chromozomu číslo 7 nebo jeho dlouhého ramene del(7q) je jednou 
z nejčastějších chromozomálních lézí nacházených v karyotypu pacientů s MDS a její 
incidence činí 5–10 % u primárního MDS (Haase D. et al., 2007). Jeden ze studovaných genů, 
gen XRCC2, je lokalizován na dlouhém rameni 7. chromozomu v pozici 7q36.1 (Rebhan M. 
et al., 1997). Pacienti s monosomií chromosomu 7 nebo delecí 7q vykazovali nejnižší expresi 
tohoto genu z celé studované kohorty zahrnující i řadu nemocných s komplexními změnami 
karyotypu. Méně očekávaným výsledkem byla skutečnost, že u nemocných s abnormalitami 
7. chromozomu došlo k podobnému poklesu exprese také u genu RAD51, který je lokalizován 
na 15. chromozomu v poloze 15q15.1 (Rebhan M. et al., 1997). Tento jev může být vysvětlen 
dříve popsanou úzkou funkční závislostí mezi proteiny RAD51 a XRCC2 (Tambini C.E. et 
al., 2010).  
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 Jak bylo v textu zmíněno dříve, nízká exprese genu RAD51 byla spojena s kratším 
celkovým přežitím nemocných s MDS. Prezentované výsledky jsou tedy ve shodě 
s prognostických skórovacím systémem IPSS-R, který přiřazuje ztrátu 7. chromozomu nebo 
deleci dlouhého ramene 7. chromosomu v kombinaci s jednou další cytogenetickou 
abnormalitou do prognosticky nepříznivé (poor) cytogenetické kategorie (Schanz J. et al., 
2012). Podobně jsou dosažené výsledky ve shodě se systémem IPSS-R v případě 
cytogenetického nálezu delece dlouhého ramene 20. chromozomu, který je řazen mezi nálezy 
prognosticky příznivé (good). Bylo zjištěno, že pacienti s MDS s izolovanou del(20q) 
v karyotypu mají hladinu exprese genů RAD51 a XRCC2 vyšší, než zbytek kohorty MDS 
pacientů a srovnatelnou s nemocnými s normálním karyotypem.  
 Imunohistochemické barvení k určení lokalizace RAD51 rekombinázy 
v hematopoetických buňkách provedené na histologických vzorcích nemocných s MDS 
ukázalo, že ve vzorcích MDS nízkého rizika byl protein přítomen v cytoplazmě buněk, avšak 
nikoli v jejich jádru; v případech MDS vysokého rizika byl pak protein přítomen jak v 
cytoplazmě, tak v buněčném jádru, kde byla jeho koncentrace průměrně vyšší, než 
v cytoplazmě. Uvážíme-li předchozí zjištění prokazující odlišné hladiny exprese genů DNA 
reparace homologní rekombinací v různých stádiích MDS, můžeme tyto imunohistochemické 
výsledky vysvětlit následující hypotézou.  
 Rozpoznání poškození DNA (DNA damage response) a iniciální kroky systému 
homologní rekombinace jsou zřejmě v buňkách MDS v pořádku, neboť přítomnost RAD51 
rekombinázy v cytoplazmě buněk MDS nízkého i vysokého rizika svědčí pro to, že bylo 
rozpoznáno poškození DNA, došlo k transkripci genu RAD51 a jeho translaci do proteinu. 
Negativita proteinu RAD51 v buněčném jádru u MDS nízkého rizika svědčí o správném 
provedení opravy DNA, tím je utlumen iniciální impulz upozorňující na poškození DNA a je 
současně utlumena další transkripce a translace RAD51, v jádře mezitím dochází k rozvolnění 
nukleoproteinových komplexů (RAD51 fokusy) v místě opravy poškozené DNA a extrakci 
zbylého proteinu z jádra.  
 I přes výše popsané snížení hladiny exprese genu RAD51 je v buňkách MDS vysokého 
rizika stále určité množství RAD51 rekombinázy produkováno. Impulz rozpoznávající 
poškozenou DNA přitahuje reparační proteiny do buněčného jádra, tedy do místa kde se 
nachází poškozená DNA, nedochází ovšem k tvorbě nukleoproteinových komplexů (RAD51 
fokusů), ať už v důsledku neschopnosti vázat poškozenou DNA (deficit proteinu RPA3) nebo 
neschopnosti sestavení nukleoproteinového komplexu (deficit proteinů XRCC2, či BRCA2). 
Poškození DNA tedy není adekvátně opraveno a neodchází k utlumení iniciálního impulzu 
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signalizujícího poškození DNA, což vede k další produkci RAD51 a jeho přesunu do jádra, 
kde se následně akumuluje. Úlohu proteinů XRCC2 a BRCA2 pro správnou funkci RAD51 
rekombinázy uvádějí také další autoři (Tambini C.E. et al., 2010; Nakada S. et al., 2012) 
 
5.2. Sekvenační analýza genů DNA reparace u pacientů s MDS 
 Jak jsme již zmínili výše, počet a variabilita genetických a cytogenetických aberací 
popsaných v posledních letech u pacientů s MDS, a současně také naše výsledky získané při 
hodnocení exprese DNA reparačních genů u nemocných s tímto onemocněním, podporují 
představu MDS jako onemocnění způsobeného nestabilitou genomu (Zhou T. et al., 2015). Již 
dlouhou dobu jsou známy mutace genu TP53 a jejich vztah k MDS, jako příklad lze uvést, 
naším týmem taktéž zkoumané, výrazné zhoršení prognózy nemocných se syndromem delece 
5q a přítomnou mutací TP53 (Belickova M. et al., 2016). Dosud však u MDS nebyly popsány 
žádné mutace v genech přímo se účastnících na mechanismu DNA reparace. Gen TP53 je 
totiž spíše zapojen do mechanismu odpovídajícího na poškození DNA (DNA damage 
response), který předchází vlastní opravě DNA (Jädersten M. et al., 2011; Kulasekararaj A.G. 
et al., 2012). Jedním z cílů práce proto bylo, pokusit se identifikovat genetické varianty 
v genech přímo zúčastněných na DNA reparaci a popsat jejich vztah k rozvoji MDS.  
 Použitím metody cíleného sekvenování exonových oblastí vybraných DNA 
reparačních genů bylo identifikováno šest jednonukleotidových polymorfismů s potenciálním 
vztahem k rozvoji MDS. Nejvýznamnější souvislost s MDS, vyjádřená hodnotou odds ratio 
4,409, byla pozorována u polymorfismu v genu TDG s označením rs4135113. Tento 
polymorfismus byl přítomen pouze v heterozygotní formě a s velmi malou frekvencí. Thymin 
DNA glykosyláza (TDG) je jednou z glykosyláz účastnících se vyštěpení chybně párované 
báze v systému BER a má vliv také v demetylaci DNA (Nakamura T. et al., 2017). 
Polymorfismus rs12917 v genu MGMT byl ve zkoumané skupině nemocných zjištěn pouze 
v heterozygotní formě, hodnota odds ratio činila 3,329. Protein MGMT brání buňky proti 
toxicitě a mutagennímu působení alkylačních činidel (Rebhan M. et al., 1997). 
Polymorfismus rs2230641 genu CCNH byl u pacientů nalezen jak v homozygotní, tak 
v heterozygotní formě, odds ratio mělo hodnotu 2,349. Protein cyklin H kódovaný tímto 
genem patří do rodiny cyklinů kontrolujících přechod mezi jednotlivými fázemi buněčného 
cyklu (Andersen G. et al., 1997). Dva polymorfismy genu ERCC6, rs2228529 a rs2228526, se 
u nemocných vyskytovaly vždy společně a to jak v homozygotní, tak heterozygotní formě, 
hodnoty odds ratio pro ně činily 2,061 a 2,154. Protein ERCC6 je zapojen do systému NER 
spojeného s transkripcí (Wood R.D. et al., 2005). Poslední z polymorfismů, rs1799977, 
71 
 
představuje variantu genu MLH1. Tento polymorfismus byl u vyšetřovaných pacientů nalezen 
jak v homozygotním, tak v heterozygotním stavu s asociací k MDS vyjádřenou odds ratio 
1,857. Protein MLH1 je součástí systému mismatch repair (Wood R.D. et al., 2005). U 
většiny z výše zmíněných genů byly popsány genetické varianty asociované s rozvojem 
onkologického onemocnění, polymorfismy genu MGMT jsou například spojovány s rozvojem 
karcinomu štítné žlázy (Sandler J.E. et al., 2018) nebo glioblastomu (Rapkins R.W. et al., 
2015) a SNP v genu ERCC6 s případy karcinomu žaludku (Liu J. et al., 2016). V předložené 
studii nebyl detekován žádný z genových polymorfismů popsaných u pacientů s MDS 
v recentních pracích Ribeirovy skupiny (Ribeiro H.L. Jr. et al., 2014; Ribeiro H.L. Jr. et al., 
2015).  
 Validační studie, v níž byly frekvence minoritních alel (MAF) pro výše uvedené 
polymorfismy určeny z populace osob českého původu, nepotvrdila souvislost mezi výše 
vytipovanými polymorfismy a MDS. Statisticky významnou se ukázala pouze asociace 
polymorfismu rs1799977 v genu MLH1 s rozvojem MDS ve skupině pacientů s rizikovým 
cytogenetickým nálezem (nepříznivý a velmi nepříznivý karyotyp dle IPSS-R). Průkaz vztahu 
mezi polymorfismem rs1799977 a rizikem rozvoje malignity s nepříznivým cytogenetickým 
nálezem je ve shodě se závěry dalších autorů, kteří popsali souvislost tohoto polymorfismu 
například s karcinomem prostaty (Langeberg W.J. et al., 2010) nebo difúzním velkobuněčným 
B lymfomem (Rossi D. et al., 2011), a to zejména s agresivnějšími formami těchto malignit a 
nižším celkovým přežitím pacientů. Mutace v genu MLH1 byly nalezeny u nemocných 
s kolorektálním karcinomem (Milanizadeh S. et al., 2013; Ward R.L. et al., 2013). 
 V souboru 84 klíčových DNA reparačních genů (seznam genů viz tabulka 3.3) byly u 
nemocných s MDS metodami sekvenování nové generace identifikovány čtyři nové genetické 
mutace. Jako nejvýznamnější z těchto nově popsaných mutací se jevila mutace genu XRCC2 
s posunem čtecího rámce způsobená delecí dvou párů bází v kodonu 263 (XRCC2: 
c.789_790delCA). Tuto mutaci jsme v heterozygotní podobě zjistili u 62 leté pacientky s 
MDS RAEB-2. IPSS-R skóre nemocné stanovené při diagnóze činilo 5,5 (high risk kategorie) 
a její celkové přežití od stanovení diagnózy bylo 17,1 měsíců. Mutace byla původně 
detekována v CD34+ buňkách kostní dřeně, současná přítomnost mutace v CD3+ 
lymfocytech periferní krve svědčila pro její zárodečný původ. Bohužel nebyly k dispozici 
krevní vzorky rodinných příslušníků k provedení mutační analýzy v rodině pacientky. Hladina 
exprese genu XRCC2 byla u pacientky s touto mutací čtyřnásobně snížena ve srovnání 
s hladinou exprese u zdravých kontrol a byla srovnatelná s expresí zjištěnou u pacientů 
s monosomií 7. chromozomu nebo komplexním karyotypem. V předchozí části práce byla 
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přitom zjištěna signifikantně nižší hladina exprese genu XRCC2 ve skupině MDS pacientů 
s delecí chromosomu 7 ve srovnání s ostatními pacienty s MDS. Snížení hladiny genové 
exprese bylo u této pacientky také prokázáno u genů funkčně spojených s mutovaným genem 
XRCC2, tedy genů ATM, BRCA1, BRCA2, MRE11A, RAD51, RAD51B, RAD51C, RAD51D a 
RAD52. Tento poznatek zdůrazňuje důležitost genu XRCC2 v systému DNA reparace 
závislém na RAD51 rekombináze (O'Regan P. et al., 2001; Tambini C.E. et al., 2010). 
Polymorfismus v genu XRCC2 a jeho souvislost s rozvojem kolorektálního karcinomu popsal 
ve své práci Cetinkunar (Cetinkunar S et al., 2015). Bylo také zjištěno, že vzácné mutace genu 
XRCC2 zvyšují riziko vzniku karcinomu prsu (Park D.J. et al., 2012; Pelttari L.M. et al., 
2015). Všechny tyto poznatky naznačují, že genetické varianty genu XRCC2 jsou spojeny 
s rizikem rozvoje maligního onemocnění a že poškození tohoto genu má vliv na expresi genů 
zapojených zejména do dráhy opravy DNA homologní rekombinací.  
 Další nově popsaná mutace, missense mutace v genu XRCC1, vedla ke změně kodonu 
GCT na CCT a substituční záměně aminokyseliny alaninu za prolin. Missense mutace v genu 
SMUG1 způsobila změnu kodonu ATG na ATA a záměnu methioninu za izoleucin. Tato 
mutace byla současně spojena se sníženou expresí postiženého genu. Obě mutace se dle 
prediktorového nástroje PolyPhen jevily jako benigní (Adzhubei I. et al., 2013). Protein 
XRCC1 je zapojen do opravy jednořetězcových zlomů DNA způsobených vlivem 
ionizujícího záření nebo alkylačních činidel (Wong HK, Wilson DM 3rd., 2005). Spojitost 
mezi polymorfismem v genu XRCC1 a rizikem vzniku leukemie prokázal ve své studii Wang 
(Wang Y. et al., 2003). Glykosyláza SMUG1 je součástí dráhy BER a zodpovídá za 
odstranění uracilu z jedno- a dvouřetězcové molekuly DNA (Pettersen H.S. et al., 2007). Již 
dříve bylo publikováno, že nízké hladiny transkriptu SMUG1 mohou narušit reparaci DNA a 
zvýšit tak frekvenci mutací (Kemmerich K. et al., 2012). Poslední z popsaných mutací, 
synonymní záměna v genu PRKDC byla identifikována u dvou pacientů. Gen PRKDC kóduje 
kinázu s důležitou funkcí při opravě dvouřetězcových zlomů DNA a při V(D)J rekombinaci 
v leukocytech. Mutace v tomto genu byly popsány u pacientů s imunodeficiencí (Mathieu 









6. Závěry  
 
 Předložená studie přináší nové poznatky o regulaci DNA reparačních mechanismů 
v hematopoetických buňkách nemocných s diagnózou myelodysplastického syndromu. 
Ukazuje, že exprese DNA reparačních genů, zejména RAD51 a XRCC2, klíčových faktorů 
v systému opravy dvouřetězcových zlomů DNA homologní rekombinací, je v CD34+ 
buňkách kostní dřeně u MDS deregulována a vykazuje specifický vzorec s ohledem na 
podtypy MDS a prognostické kategorie. Porucha funkce DNA reparace se zdá být v průběhu 
onemocnění progredující, což umožňuje tvorbu a akumulaci nových genetických mutací 
během vývoje MDS buněčného klonu a nakonec vznik vysoce agresivních maligních buněk 
vedoucích k rozvoji akutní leukemie s omezenou odpovědí na chemoterapii. Multivariantní 
analýza identifikovala procento myeloidních blastů v kostní dřeni, cytogenetickou kategorii 
dle kritérií IPSS-R a hladinu exprese genu RAD51 při diagnóze jako signifikantní nezávislé 
prognostické faktory pro celkové přežití nemocných s MDS. Imunohistochemická analýza 
prokázala akumulaci proteinu RAD51 v buněčném jádře u pokročilého MDS, což lze vysvětlit 
neschopností opravy poškozené DNA z důvodu neadekvátního sestavení reparačního 
nukleoproteinového komplexu. K ověření této hypotézy jsou potřeba další in vitro analýzy 
RAD51 rekombinázy a s ní kooperujících proteinů, stejně jako studie mapující vznik RAD51 
fokusů in vivo.  
 Ve své druhé části využívající metod sekvenace DNA přinesla studie popis čtyř 
nových mutací v genech DNA reparace u MDS, z nichž zejména mutace genu XRCC2 
s posunem čtecího rámce a vznikem zkráceného, nefunkčního proteinu se jeví být přínosnou 
pro lepší pochopení patogeneze onemocnění. Sekvenační analýza prokázala přítomnost 
genetických variant DNA reparačních genů, které mohou být spojeny se zvýšeným rizikem 
vzniku MDS. U jedinců nesoucích ve své genetické výbavě tyto varianty může být ovlivněna 
schopnost a kapacita buněčné opravy DNA, což může přispět k rozvoji onemocnění.  
 Závěrem tedy lze konstatovat, že oba hlavní cíle studie zmíněné ve druhé kapitole této 
práce byly naplněny a obě definované hypotézy se ve svém základu ukázaly jako pravdivé.  
 První hypotézu, předpokládající že exprese genů DNA reparace je u nemocných 
s MDS snížena, což vede k nedostatečné opravě poškození DNA v hematopoetické buňce s 
následkem vzniku a hromadění mutací, je nutno poupravit v nepřesném předpokladu snížené 
exprese DNA reparačních genů. Dle získaných výsledků je exprese klíčových genů sice 
deregulována, ale snížena až v pokročilých fázích onemocnění a naopak zvýšena v počátku 
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choroby. Toto počáteční zvýšení lze vysvětlit snahou buňky o zvýšení kapacity DNA reparace 
v podmínkách zvýšeného buněčného stresu panujícího v mikroprostředí kostní dřeně u MDS. 
 Druhá hypotéza hovoří o existenci polymorfismů v genech DNA reparace, které se 
v určité frekvenci vyskytují ve zdravé populaci a predisponují ke vzniku MDS snížením 
aktivity DNA reparace. Existenci takovýchto polymorfismů předložená studie potvrzuje, 
ovšem k jednoznačnému prokázání statisticky významné vazby mezi některými polymorfismy 
DNA reparačních genů a zvýšeným rizikem vzniku MDS jsou potřeba další studie využívající 
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Příloha číslo 1. Křivky znázorňující na ose Y expresi genu RAD51 u konkrétních pacientů 
v průběhu progrese onemocnění vyjádřené na ose X jako zvyšující se procento blastů v KD.  
Povšimněte si křivky u pacienta číslo 5, po překročení hranice cca 30 % blastů v KD dochází 





Příloha číslo 2. Křivky znázorňující na ose Y expresi genu XRCC2 u konkrétních pacientů 
v průběhu progrese onemocnění vyjádřené na ose X jako zvyšující se procento blastů v KD. 
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